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0. Abkürzungen und Begriffe 
 
á      von je  
Abb.     Abbildung 
ABCA1     ATP-binding cassette, subfamily A, member 1 
AIDS     Acquired Immunodeficiency Syndrome 
AK     Antikörper 
Akt     Proteinkinase B 
APO L     Apolipoprotein L 
APP     Akute-Phase-Proteine 
ASK     Apoptosesignal-regulierende Kinase 
ATAD4     ATPase family AAA domain containing 4 
ATG16L1     Autophagy related 16-like 1 
BBC3     BCL2-binding component 3 
BCL3     B-cell lymphoma-3 encoded protein 
BSA     Bovine Serum Albumine  
      (Albumin aus Kälberserum) 
BSF-2     B-Zellen stimulierender Faktor 2 
B-Zellen     B-Lymphozyten 
bzw.     beziehungsweise 
°C      Grad Celsius 
CaCl2     Calciumchlorid 
CARD 15     Caspase recruitment domaining protein 15 
CBM     Cytokine binding module 
      (=Zytokin-bindendes Modul) 
CCDC17     Coiled-coil domain containing 17 
CCl4     Carbo-Tetrachlorid 
CCNG2     Cyclin G 2 
CD14     Cluster of differentiation 14 
cDNA     Complementary Desoxyribonucleinacid 
      (= komplementäre Desoxyribonukleinsäure) 
CEACAM     Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion  
      molecule 
CED     chronisch entzündliche Darmerkrankung/-en 
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CFI     Complement Factor I 
CIS     Cytokine inducible regulators of signalling 
CIITA  Class II major histocompatibility complex 
transactivator 
CLC     Cardiotrophin-like Cytokine 
CLF-1     Cytokine-like Factor 1 
CNTF     Ciliary Neurotrophic Factor 
CNTFRα     Ciliary Neurotrophic Factor Receptor alpha 
CO2     Kohlenstoffdioxid 
CT-1     Cardiotrophin-1 
cm      Zentimeter 
CRC     Colorectal cancer 
      (= Kolorektales Karzinom) 
cRNA     complementary RNA 
      (= komplementäre Ribonukleinsäure) 
CU     Colitis ulcerosa 
CXC     CXC Motiv Chemokin 
CXCL     CXC Motiv Chemokin-Ligand 
CXCR     CXC Motiv Chemokin-Rezeptor 
CYP     Cytochrom-P 
CYP1A1 Cytochrom P450 family 1, subfamily A, 
polypeptide 1 
DLG5     Disks large homolog 5 
DMEM     Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium 
DMSO     Dimethylsulfoxid     
DNS     Desoxyribonukleinsäure 
dNTP     Desoxyribonukleotid-Triphosphat 
DSS     Dextran-Sodium-Sulfat 
DTX3L     Deltex-3 like (Drosophila) 
EBI-3     Epstein-Barr-virus induced gene 3 
EBV     Epstein-Barr-Virus 
EDTA     Ethyldiamin-Tetraacetat 
EGF     Epidermal Growth Factor 
      (= epidermaler Wachstumsfaktor) 
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EGTA     Ethylenglykol-Bis-(2-aminoethyl)-Tetraacetat 
ELISA     Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
EMA     Europäische Arzneimittelagentur 
EPEC     Enteropathogene Escherichia coli 
EPO     Erythropoietin 
ER      Endoplasmatisches Retikulum 
ERK-1/2     Extracellular Signal-Regulated Kinase-1/2 
ERP27     Endoplasmic reticulum protein 27 
ESS      Extended SH2-subdomain 
EtOH     Ethanol 
FC      Fold Change 
FCS     fetales Kälberserum 
FITC     Fluorescein Isothiocyanate 
g      gravitation ( Einheit für Gravitation)  
G      Giga 
Gab-1     Grb2-associated binder 1 
G(M)-CSF  Granulocyte Macrophage Colony stimulating 
factor 
(= Granulozyten-Makrophagen Kolonien-
stimulierender Faktor)  
gp-130     Glykoprotein 130 
Gr.      Größe 
Grb2     Growth factor receptor bound protein 2 
      (Wachstumsfaktorrezeptor gebundenes Protein 2) 
h      Stunde 
H20     Wasser 
H20bidest     doppelt destilliertes Wasser 
HCl     Salzsäure 
HCV     Hepatitis-C-Virus 
HEPES     N-(2-Hydroxyehtyl)-piperazine-N´(2- 
      Ethansulfonsäure) 
HLH     Hämophagozytische Lymphohistiozytose 
hOSM     humanes OSM 
HRP     Horseradish Peroxidase (Meerrettich-Peroxidase) 
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HSP110     Hitzeschockprotein 110 
IEC     intestinal epithelial cells 
      (=Intestinale Epithelzellen) 
IFNE1     Interferon epsilon 1 
INFα     Interferon alpha 
IFNγ     Interferon gamma 
Ig      Immunglobulin 
IL      Interleukin 
IL-6     Interleukin-6 
IL-6Rα     Interleukin-6-Rezeptor alpha 
IRGM     Immunity related GTPase family M protein 
JAB     Janus kinase-binding protein 
      (=Januskinase bindendes Protein) 
JAK     Janus-assoziierte Kinase 
JH1/2     Janus homologe Domäne 1/2 
JNK     c-Jun N-terminale Kinase 
KCl     Kaliumchlorid 
kD      Kilo-Dalton 
KIR     Kinase inhibitory region 
      (=inhibitorische Region der Kinase) 
KCNJ10  Potassium voltage-gated channel, subfamily J 
member 10   
l      Liter 
LIF     Leukemia inhibitory factor 
LIFRα     Leukemia inhibitory factor receptor alpha 
log      logarithmische Funktion  
LYPD1     LY6/PLAUR domain containing 1 
M      Molar 
MAP     Mitogen-aktiviertes Protein 
MAPK     Mitogen- aktivierte Protein- Kinase 
MAPKKK s    MAPK-Kinase-Kinasen 
MC     Morbus Crohn 
MEKs     Mitogen-aktivierte Protein-Kinase-Kinasen 
MgCl2     Magnesiumchlorid 
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MHC-II     Major compatibility complex class II 
min     Minute 
MKKs     Isoformen der MEK 
ml      Milliliter 
mm     Millimeter 
mM     Millimolar 
MMP     Matrix-Metalloproteinase 
MOPS     4-Morpholinopropansulfonsäure 
mOSM     murines OSM 
mRNA     messenger-ribonucleinacid 
      (=Messenger-Ribonukleinsäure) 
MT-MMP     Membran-Typ-Matrix-Metalloproteinase 
MTS     3-(4,5dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-  
      Carboxymethoxyphenyl)-2-(4-Sulfophenyl)- 
      2H-Tetrazolium 
MTX     Methotrexat 
MUC-1     Mucin-1 
μg      Mikrogramm 
μl      Mikroliter 
μM     Mikromolar 
NaCl     Natriumchlorid 
NaF     Natriumfluorid 
NaVO3     Natriummetavanadat 
ng      Nanogramm 
NK- Zellen    Natürliche Killerzellen 
NLRC     NOD- like receptor 
NLRC5     NLR family CARD domain containing 5 
nm      Nanometer 
NOD2  nucleotide binding oligomerization domain-
containing protein 2 
NP      Neuropoietin 
NP-40     Nonidet- P40 
NSAR     Nicht-steroidale Antirheumatika 
OSM     Oncostatin M  
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OSMR-β     Oncostatin M- Rezeptor beta 
PAGE                                                      Polyacrylamid- Gelelektrophorese 
PARP9     Poly (ADP-Ribose) Polymerase family member 9 
PBS     Phosphat- gepufferte Kochsalzlösung 
PCR     Polymerase chain reaction 
      (=Polymerase-Ketten-Reaktion) 
PDK-1     Phosphoinositide-dependent kinase 1 
pH      Pondus hydrogenii  
Phe     Phenylalanin (Aminosäure) 
PI3 K     Phosphoinositol-3-Kinase  
PIAS     Protein Inhibitor of activated STAT 
      (= Protein-Inhibitor der aktivierten STAT) 
pmol     pico Mol 
PMSF     Phenylmethansulfonylfluorid 
PNS     Peripheres Nervensystem 
P/S     Penicillin/Streptomycin 
PVDF     Polyvinylidenfluorid 
qPCR     quantitative PCR 
RANKL     Receptor activator of NF-ĸB Ligand 
Ras     rat sarcoma 
Raf     rapidly accelerated fibrosarcoma 
RECK     Reversion inducing cysteine rich protein 
Ref.     Reference 
RIN     RNA integrity number 
      (= Ribonukleinsäure Integritätszahl) 
RNA     Ribonucleinacid  
(= Ribonukleinsäure) 
RNS     Ribonukleinsäure 
rpm     rounds per minute  
(=Umdrehungen pro Minute) 
RT      Raumtemperatur  
RT-IVT     Reverse Transcriptase- in vitro Transcription 
RT-PCR  Reverse Transkriptase Polymerase-
Kettenreaktion 
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SAPK/JNK    Stress-Aktivierte Proteinkinase/c-Jun-N-terminale  
Kinase 
SDS     Sodium Dodecyl Sulfat 
SERPIN     Serine proteinase inhibitor 
(= Serine- Protease- Inhibitor) 
s-gp-130     soluble gp-130 
      (= lösliches gp-130) 
sh.      siehe 
Shc  SH2- and collagen-homology-domain-containing 
protein 
SH2     Src homology 2 
SH2P  Src homology 2 containing protein tyrosine 
phosphatase 
SHP2  Src homology containing protein tyrosine kinase 
pathway 
sIL-6R     soluble IL-6 Rezeptor  
(=löslicher IL-6-Rezeptor) 
siRNA     small interfering RNA 
SJS2     Schwartz-Jampel Typ 2 Syndrom 
SNP     Single Nucleotide Polymorphism 
SOCS     Suppressor of Cytokine Signalling 
SOS     Son of sevenless 
s-OSMR     löslicher Oncostatin M- Rezeptor 
SSI     STAT-induced STAT inhibitor 
STAT     Signal Transducers and Activators of  
      Transcription 
SUMO      Small Ubiquitin-like Modifier Ligases 
SWS     Stüve-Wiedemann Syndrom 
TAKI     TGF-β-aktivierende Kinase I 
Tbc     Tuberkulose 
TBS     Tris- gepufferte Salzlösung 
TBS-T     Tris- gepufferte Salzlösung mit Tween 
TFPI-2     Tissue factor pathway inhibitor-2 
TGFß     Transforming growth factor ß 
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TIMP     Tissue- Inhibitoren der Metalloproteinasen 
TLR-4     Toll-like receptor 4 
TNBS     Trinitrobenzene sulfonic acid 
TNFα     Tumor-Nekrose-Faktor-α 
TNFRSF6B  Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor Superfamilie, 
Mitglied 6 B 
Tpl2     Tumor progression locus 2 
TRIS     Tris- (hydroxymethyl) aminomethan 
Tyk     Tyrosinkinase  
Tyr     Tyrosin 
T-Zellen     Thymus-Zellen 
u. a.     und andere 
V      Volt 
v. a.     vor allem 
VEGF     Vascular endothelial growth factor 
      (= Gefäßendothelialer Wachstumsfaktor) 
vgl.     vergleiche 
vs.      versus 
Wt.     Weight  
(Gewicht)  
z. B.     zum Beispiel 
ZNS     Zentrales Nervensystem 
z. T.     zum Teil
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1. Einleitung 
1.1. Die Bedeutung und Funktion von Zytokinen 
 
Zytokine, auch Lymphokine genannt, sind eine Gruppe von Molekülen, meist 
Glykoproteine, die hauptsächlich von immunkompetenten Zellen produziert werden. 
Daneben können auch Endothelien, Gliazellen und Hepatozyten diese löslichen 
Botenstoffe herstellen. Sie lassen sich nach Rassow in drei Gruppen einteilen: in 
Wachstumsfaktoren (z. B. EGF = Epidermal Growth Factor oder VEGF = Vascular 
endothelial Growth Factor), hämatopoetische Wachstumsfaktoren oder auch 
Hämatopoetine genannt (z. B. GCSF = Granulocyte Colony stimulating factor, EPO = 
Erythropoietin) und Zytokine des Immunsystems (z. B. Interleukine, Interferone, 
Chemokine). Zum Teil finden sich Überschneidungen der einzelnen Untergruppen 289. 
Zytokine spielen eine bedeutende Rolle bei der Generierung der Immunreaktion, indem 
sie als Botenstoffe bei der Signalübertragung zwischen verschiedenen Zellen des 
Immunsystems interagieren. Als Botenstoffe beeinflussen sie unter anderem die 
Differenzierung hämatopoetischer Stammzellen, die Aktivierung von Lymphozyten und 
Phagozyten, die Kontrolle der Zellbeteiligung an der Immunantwort, die Produktion von 
Antikörpern und die Vermittlung von Entzündungsreaktionen. Zu ihren Hauptwirkungen 
zählen die Wachstumsaktivierung, die Induktion der Phagozytose, die Zelldifferenzierung, 
die Chemotaxis, Inflammationsreaktionen und die Apoptose 62, 220, 289. 
Damit verschiedene Zielzellen auf das jeweilige Zytokin reagieren können, müssen 
spezifische Oberflächenrezeptoren vorhanden sein, über deren Bindung die 
Signaltransduktion induziert wird. In welcher Weise die Zellen durch die Botenstoffe 
beeinflusst werden, ist unter anderem von der Zelllinie, der Rezeptordichte und der 
Zeitspanne der Zytokin-Präsentation abhängig. Es können synergistische oder 
antagonistische Wirkungen an gemeinsamen Rezeptoren beobachtet werden. Die 
Einteilung der Rezeptoren in Rezeptorfamilien erfolgt nach Strukturmerkmalen, wie etwa 
gleichen Kettenstrukturen oder Motiven. Daneben gibt es lösliche Rezeptoren, die durch 
den fehlenden transmembranen Teil kürzer sind. Die Ausschüttung der Zytokine kann 
durch unterschiedliche Stimuli erfolgen. So können z. B. durch antigene Peptide T-Zellen 
zur Freisetzung stimuliert werden oder diese kann durch Aktivierung von Makrophagen 
im Rahmen von Infektionen erfolgen. Die Zytokine zeigen meist eine parakrine Wirkung, 
das heißt, sie nehmen Einfluss auf andere Zelltypen, nicht aber auf die Produzentenzelle 
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selbst. Autokrin wirkende Zytokine dagegen beeinflussen die Produzentenzelle selbst. 
Daneben gibt es auch Zytokine mit endokrinen Wirkungen (vgl. EPO) 62, 289. 
 
1.2. Die IL-6-Zytokinfamilie 
 
Die IL-6-Zytokinfamilie besteht aus funktionell und strukturell ähnlichen Zytokinen, die 
nach ihrem zuerst entdeckten Botenstoff, dem IL-6, benannt wurden. Die 
Gemeinsamkeiten liegen in der primären Aminosäuresequenz und ihrer Sekundärstruktur. 
Alle Mitglieder der IL-6-Zytokinfamilie sind pleiotrop und haben ähnliche biologische 
Funktionen inne. Sie spielen unter anderem bei der Proliferation und Differenzierung 
verschiedener immunkompetenter Zielzellen, bei der Embryogenese, der Hämatopoese 
und der Tumorgenese, beim Knochenstoffwechsel, bei der Entwicklung und 
Neuromodulation des zentralen und peripheren Nervensystems, bei 
Entzündungsreaktionen, der Immunantwort, sowie autoimmunologischen Erkrankungen 
eine Rolle. So belegen verschiedene Studien eine Beteiligung von IL-6-Zytokinen bei der 
Pathogenese chronisch entzündlicher Darmerkrankungen (CED) oder der Rheumatoiden 
Arthritis 46, 60, 287. 
Zu den Mitgliedern der IL-6-Zytokinfamilie zählt man Cardiotrophin-like Cytokine 
(CLC), Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF), Cardiotrophin-1 (CT-1), Interleukin-6 (IL-
6), Interleukin-11 (IL-11), Interleukin-27 (IL-27), Interleukin-31 (IL-31), Leukaemia-
Inhibitory-Factor (LIF), Neuropoietin (NP) und Oncostatin M (OSM) (sh. dazu Abb.1) 41, 
52, 102, 135, 136, 140, 144, 201, 345.  
Diese Zytokine bestehen strukturell aus vier antiparallelen α-Helices, die mit A, B, C und 
D bezeichnet werden, und die durch Polypeptid-Loops miteinander verbunden sind 77, 136. 
Während IL-6 und IL-11 gerade A-Helices besitzen, sind diese bei LIF, CNTF und OSM 
geknickt und scheinen mitursächlich für die Unterschiede der Rezeptorrekrutierung zu 
sein. So wird die Signaltransduktion bei eben diesen A-Helices mit Knick über gp-130 
und LIFR oder gp-130 und OSMR ausgeführt; bei IL-6 und IL-11 dagegen über gp-130-
Homodimere 77, 154. Der Knick führt zur Umpositionierung des C-terminalen Endes der 
Helix A und bewirkt ebendiese Bindung von LIFR und OSMR, während die 
Umpositionierung des N-terminalen Teils der Helix A zur gp-130-Bindung führt. 
Beispielhaft ist in Abbildung 1 die Helixstruktur des in dieser Arbeit untersuchten 
Zytokines OSM dargestellt (sh. folgende Seite) und vergleichend dazu in Abbildung 2 die 
Struktur verwandter Mitglieder der IL-6-Zytokin-Familie. 
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Abb. 2: Vergleich des strukturellen Aufbaus einzelner IL-6-Zytokine mit OSM. 
Die Helix A (blau) ist bei OSM, LIF und CNTF jeweils geknickt, während sie sich bei 
IL-6 gerade darstellt. Helix C (hellgrün/gelb) ist nur in OSM geknickt. (aus Deller et 
al. (2000)77) 
 
Abb. 1: Strukturelle Darstellung von hOSM. 
Der N-terminale Teil ist blau dargestellt, der C-terminale Abschnitt rot. Die Schwefelatome 
sind als gelbe Kugeln eingezeichnet. Der CD-Loop wie in LIF beobachtet ist transparent 
gepunktet dargestellt. (aus Deller et al. (2000)77) 
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Die Rezeptoren der IL-6-Familie zählt man zur Familie der Typ-1-Zytokinrezeptoren, die 
sich dadurch auszeichnen, dass sie alle mindestens ein extrazelluläres zytokin-bindendes 
Modul (CBM) besitzen 144, 174, 305. Charakteristisch für die Mitglieder der IL-6-
Zytokinfamilie ist außerdem, dass sie die Fähigkeit besitzen an die ubiquitär 
vorkommende Rezeptoruntereinheit gp-130 zu binden 136, 139, 145, 174, 210. Gp-130 ist ein 
Membran-Glykoprotein bestehend aus 918 Aminosäuren mit einer 
Transmembrandomäne. Die extrazelluläre Region enthält sechs Einheiten eines 
Fibronektins vom Typ III 145, 246, 309. Sie besteht aus einer signaltransduzierenden β-Kette, 
wie dies auch für den LIFR gezeigt wurde 201. Bei der Herstellung einer löslichen Form 
von gp-130 (s-gp-130) und deren direkter Bindung an LIF und OSM konnte gezeigt 
werden, dass dies die biologischen Funktionen der beiden Zytokine supprimiert und so 
möglicherweise einen therapeutischen Ansatz für die Prävention von OSM- oder LIF-
induzierten Erkrankungen darstellen kann 239. Für die erfolgreiche Signaltransduktion und 
die Entwicklung ihrer Wirkungen müssen die IL-6-Zytokine an eben diese gp-130-
Untereinheiten und einen für sie spezifischen Rezeptor-Komplex binden. Die Expression 
von gp-130 allein führt nicht zur Bindung an verschiedene Botenstoffe 174.  
Tabelle 1 (sh. Seite 17) zeigt die verschiedenen IL-6-Zytokine mit Produzenten- und 
Zielzelle, Wirkung des Zytokins und die Rezeptoren, die an der Signaltransduktion 
beteiligt sind in der Übersicht. 
CLC, das hauptsächlich eine Rolle im Nervensystem spielt, ähnelt dem CNTF, und 
beeinflusst das Überleben von Motoneuronen. Bei Versuchen mit Knock-out-Mäusen, bei 
denen das Gen für CLC ausgeschaltet wurde, zeigte sich eine verminderte 
Gesichtsmobilität, ca. 30% weniger Motoneuronen im Nucleus facialis und im lumbalen 
Vorderhorn und ein Todeseintritt nach 24 Stunden 413. Dieses Defizit an Motoneuronen 
konnte auch für Mäuse mit einem Mangel an CNTFRα gezeigt werden 75. CLC ist 
bedeutend für die Differenzierung von Astrozyten und neuroepithelialen Zellen 371. Es 
bindet an den CNTF-Rezeptor; die Ausführung seiner Funktion erfolgt dagegen nach 
Bindung des gp-130 und LIFR-Komplexes 10, 28, 227. Es wurde ein weiterer Faktor 
entdeckt, der zusammen mit CLC sezerniert wird, nämlich der lösliche Rezeptor CLF 
(cytokine-like factor-1). Der CLF/CLC-Komplex scheint ein zweiter Ligand des CNTFRα 
zu sein 91, 305.  
CNTF wurde erstmals in seiner Fähigkeit auf das Überleben von Nervenzellen 
beschrieben und erhielt so seine Bezeichnung. Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass 
es verschiedene Funktionen in der Entwicklung des Nervensystems inne hat 305, aber auch 
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bei Adipositas und diabetischen Erkrankungen eine Rolle spielt 349. Des Weiteren wurde 
eine Beteiligung an Wachstum und Remodelling im Knochenstoffwechsel nachgewiesen 
227. Der CNTF-Rezeptor-Komplex, der aus einer nicht-signalübermittelnden α-Kette 
besteht, wird im zentralen und peripheren Nervensystem exprimiert und bindet an zwei 
signaltransduzierende β-Ketten, gp-130 und den LIFR. An diesen können neben CNTF 
auch die Zytokine CLC und NP binden 28, 74, 91, 161, 227. Der Rezeptor besitzt als einziger 
der IL-6-Zytokinfamilie keine Transmembrandomäne, sondern ist über eine Glykosyl-
Phosphatidylinositol-Verbindung in der Zellmembran verankert 74, 174.  
CT-1 wurde erstmals in den 90er Jahren isoliert und nach seiner Fähigkeit eine 
Hypertrophie von Kardiomyozyten herbeizuführen benannt 275. Außerdem spielt es eine 
Rolle bei der Differenzierung von Stammzellen und der Hämatopoese. Auch CT-1 bindet 
für seine Funktionsausübung direkt an den LIFR und die gp-130-Untereinheit 275, 297. Es 
ist noch nicht ganz geklärt, ob es einen spezifischen Rezeptor für CT-1 gibt, der einen 
Komplex mit gp-130 und LIFR bildet, ähnlich dem CNTFR 174, 297.  
IL-6, auch B-Zellen-stimulierender-Faktor-2 (BSF-2) genannt, bewirkt eine Proliferation 
und Differenzierung von B-Zellen, spielt eine Rolle bei der Synthese der Akute-Phase-
Proteine (APP) in der Leber und wirkt als Wachstumsfaktor bei Myelom- und 
Plasmozytomzellen 174, 244, 246. Seine Signalübertragung erfolgt über die Bindung von IL-6 
an den IL-6-Rezeptor-α (IL-6Rα), was wiederum die Vereinigung des Rezeptors mit dem 
signaltransduzierenden gp-130 triggert 246. Den IL-6R findet man auch in löslicher Form 
als s-IL-6R, in der er die Kapazität IL-6 zu binden behält, und biologische Funktionen des 
Zytokins fördert 145, 237, 406.  
IL-11 wurde initial als Wachstumsfaktor von Plasmozytomzellen identifiziert. Als 
pleiotropes Zytokin hat es verschiedene Funktionen inne, wie u. a. die Stimulation der 
Hämato- und Thrombopoese, die Differenzierung von Makrophagen, die Entstehung von 
Tumoren und Beteiligung an Inflammationsreaktionen. Für die Signaltransduktion 
benötigt es einen Rezeptorkomplex, der aus dem Liganden-bindenden IL-11Rα und der 
ubiquitär vorkommenden gp-130-Untereinheit als Homodimer besteht 174, 283.  
IL-27, das 2002 erstmals beschrieben wurde, ist Mitglied der IL-6/IL-12-Familie. Dieses 
Zytokin nimmt Einfluss auf die Differenzierung von B-/T-Zellen, Makrophagen und 
hämatopoetischen Stammzellen und kann sowohl pro- als auch antiinflammatorisch 
wirken. Außerdem scheint es die Angio- und Tumorgenese zu hemmen 148, 206, 339. IL-27 
besteht aus zwei Teilen, nämlich einem löslichen Rezeptor, dem Epstein-Barr-Virus-
induzierten-Gen3 (EBI-3), und dem Protein IL-27p28 186. Seine Signaltransduktion erfolgt 
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über die Bindung des spezifischen Rezeptors WSX-1 (IL27Rα) an die ubiquitäre gp-130-
Untereinheit und führt zur Aktivierung von STAT1 und STAT3 80, 277, 278, 309, 334, 377, 378. 
Eine kürzlich erschienene Studie konnte zeigen, dass dendritische Zellen den p28/CLF 
Komplex unabhängig von EBI-3 exprimieren können und dadurch NK-Zellen aktivieren, 
die wiederum vermehrt proinflammatorische Zytokine wie z.B. IFNγ sezernieren 66. IL-
27-Polymorphismen scheinen auch bei CED eine Rolle zu spielen 195. Eine Studie von 
Diegelmann et al. (2012) zeigte, dass das Zytokin IL-27 die intestinale Epithelzellbarriere 
über die Aktivierung von STAT-Signalwegen und die Induktion antibakterieller und 
antiinflammatorischer Proteine protektiv beeinflusst 80. 
IL-31 wurde erst kürzlich als Mitglied der IL-6-Zytokinfamilie beschrieben. Es wird vor 
allem von CD4+-T-Zellen produziert 411. Dieses Zytokin bindet zur Signaltransduktion an 
einen heterodimeren Rezeptorkomplex bestehend aus OSMRβ und IL-31Rα (ein gp-130-
like Rezeptor); im Gegensatz zu den anderen IL-6-Mitgliedern fehlt hier die Beteiligung 
der gp-130-Untereinheit 14, 64, 411. Auch IL-31 stimuliert die Ras/ERK-, den PI3K/Akt- und 
den JAK/STAT-Signalweg und scheint bei inflammatorischen Prozessen in verschiedenen 
Geweben 49, 64, 411 und in der Regulation der Hämatopoese 40 eine Rolle zu spielen. 
Erhöhte Konzentrationen des Zytokins konnten z. B. bei entzündlichen Erkrankungen wie 
der Atopischen Dermatitis 51, 94, 264, allergischem Asthma bronchiale 49, 190 und CED 70 
beobachtet werden. Es wurde gezeigt, dass auch IL-31 die OSMRβ-Untereinheit besitzt 
und einen Komplex mit IL-31Rα bildet, nicht jedoch mit gp-130 83, 49. IL-31Rα-Knock-
out-Mäuse zeigten eine erhöhte Expression des OSMR und eine gesteigerte 
Empfindlichkeit für OSM, einhergehend mit einer gesteigerten Produktion von OSM-
induzierten Zytokinen wie z. B. IL-6 oder VEGF 24.  
LIF wird von embryonalen Stammzellen exprimiert und ist an verschiedenen biologischen 
Vorgängen beteiligt, wie der Differenzierung und Wachstumsinduktion unterschiedlicher 
Zielzellen, an Entzündungsreaktionen 56, der Embryogenese 2410, 364 sowie der 
Entwicklung des Nervensystems 50, 242. Neuere Studien lassen vermuten, dass es bei 
Entstehung oder Reparaturvorgängen der Alzheimer- und/oder Parkinson-Erkrankung 
Relevanz besitzt 342. Es wurde beobachtet, dass der LIFR durch die Assoziation mit gp-
130 mit hoher Affinität OSM oder LIF bindet und dadurch zur Aktivierung des 
JAK/STAT-Signalweges führt 50.  
NP scheint ebenfalls eine Schlüsselrolle bei der Entwicklung des Nervensystems zu 
spielen 305. Dieses Zytokin ist ebenfalls Ligand des CNTFR-Komplexes 382. Die 
Signaltransduktion erfolgt über den LIFR und die gp-130-Untereinheit 227. Des Weiteren 
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konnte eine Beteiligung an der Lipogenese gezeigt werden; hier allerdings scheint die 
Vermittlung inhibitorischer Effekte auf Adipozyten durch NP nicht über den LIFR zu 
laufen 393.  
Zusammengefasst nutzen bis auf IL-31 alle Zytokine der IL-6-Familie die β-Kette gp-130 
in der Funktion der signalübertragenden Untereinheit, wobei dies jedoch auf 
unterschiedliche Art geschieht. So erfolgt die Bindung des IL-6/IL-6Rα und des IL-11/IL-
11Rα-Komplexes über die Homodimerisierung von gp-130. CLC, CNTF und NP binden 
zwar an den CNTFRα, die Signaltransduktion erfolgt allerdings über ein Heterodimer aus 
gp-130 und LIFR. Auch CT-1, LIF und OSM binden an einen heterodimeren Komplex 
aus LIFR und gp-130. Die Besonderheit des humanen OSM (hOSM) liegt darin, dass es 
seine Funktion sowohl über die Bindung des Heterodimers LIFR und gp-130 ausführen 
kann, als auch über OSMR und gp-130, während murines OSM (mOSM) nur über die 
Verbindung von gp-130 und den OSMR zur Signaltransduktion führt 243, 366. Einen 
Überblick dazu bietet Abbildung 3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3: Schematische Darstellung der Zytokinrezeptor-Komplexe der IL-6-Zytokine: 
Alle Zytokine der IL-6-Familie verwenden gp-130 als signaltransduzierende Untereinheit. Während CLC, 
CNTF und NP an den CNTFR binden können, ist diese Komponente bei CT-1 noch nicht bekannt. Die 
Signalübertragung für diese Zytokine erfolgt über eine Verbindung zwischen LIFR und gp-130. IL-6 und IL-11 
benötigen ein Homodimer aus gp-130. LIF und humanes OSM können über eine Verbindung von gp-130 und 
LIFR wirken. Sowohl humanes, als auch murines OSM können an gp-130 und OSMR binden. IL-27 überträgt 
seine Wirkung über eine Bindung von gp-130 und WSX-1. (nach Heinrich et al. (2003)136) 
Einleitung  - 16 - 
 
Interessant ist die Tatsache, dass OSM dem LIF strukturell am ähnlichsten ist. Die beiden 
verwandten Zytokine teilen sich ca. 30 % der homologen Aminosäuresequenzen und eine 
identische Exon-Intron-Struktur, was vermuten lässt, dass diese beiden Gene durch 
Duplikation entstanden sein könnten 210. Es konnte außerdem gezeigt werden, dass sich 
OSM und LIF tandem-linked auf dem menschlichen Chromosom 22q12 befinden. In einer 
genomweiten Assoziationsstudie wurde ein SNP (rs2412970) auf Chromosom 22 nahe 
OSM und LIF als Gen identifiziert, das für Morbus Crohn (MC) prädisponiert 163. Des 
Weiteren werden sie in der gleichen Transkriptionsrichtung abgelesen, nämlich vom 
Telomer zum Zentromer, wobei das OSM-Gen dem LIF-Gen vorgeschaltet ist, was 
ebenfalls für eine gemeinsame Entwicklungsgeschichte spricht und ihre Entstehung durch 
Duplikation von Genen vermuten lässt 111, 302. 
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Tab. 1: Übersicht über die IL-6-Zytokinfamilie mit Produzenten- und Zielzellen, Funktionen und die  
an der Signaltransduktion beteiligten Rezeptoren. 
 
Zytokin Produzentenzelle Zielzelle Wirkung Signaltrans- 
duktion über 
CLC 
 
Lymphozyten Osteoblasten, 
Motoneuronen, 
B-Zellen 
Verminderte 
Knochenmineralisation, 
Entwicklung von 
Motoneuronen,  
B-Zell-Stimulation 
gp-130 
LIFR 
CNTFR 
CNTF  
 
Nervenzellen 
Osteoblasten 
Nervenzellen, 
Osteoblasten, 
 -klasten und  
-zyten, 
Chondrozyten 
Entwicklung von ZNS und 
PNS,  
Überleben von Neuronen, 
verminderte 
Knochenmineralisation 
gp-130 
LIFR 
CNTFR/  
s-CNTFR 
CT-1 
 
Kardiomyozyten, 
Skelettmuskel-
zellen 
Kardiomyozyten, 
Stammzellen, 
hämatopoetische 
Zellen 
Induktion der Hypertrophie 
von Kardiomyozyten,  
Unterdrückung der 
Stammzelldifferenzierung, 
Hämatopoese 
gp-130 
LIFR 
unbekannt           
  
 
IL-6 
 
B- und T-Zellen, 
Makrophagen, 
Endothelzellen 
B- und T-Zellen, 
Makrophagen, 
Hepatozyten 
B-Zell-Differenzierung, 
Makrophagenstimulation, 
Akute-Phase-Protein- 
Synthese, 
Wachstumsfaktor 
gp-130 
gp-130 
IL-6R 
IL-11 
 
Stromazellen 
Knochenmark 
 
 
 
 
Plasmazellen, 
B-Zellen, 
Makrophagen 
Hämatopoese und 
Thrombopoese, 
Differenzierung von 
Makrophagen,   
Tumorwachstum, 
Wachstumsfaktor 
gp-130 
gp-130 
IL-11R 
 
 
 
IL-27 
 
Antigen- 
präsentierende 
Zellen 
Hämatopoetische 
Zellen, 
B- und T-Zellen, 
Makrophagen 
Hämatopoese, 
Differenzierung von  
B-Zellen, T-Zellen und 
Makrophagen 
gp-130 
WSX-1 
 
 
IL-31 T-Zellen Hämatopoetische 
Zellen, 
T-Zellen 
Hämatopoese 
Inflammation 
IL-31RA 
OSMR 
LIF Embryonale Zellen Hämatopoetische 
Zellen,  
Nervenzellen,  
Stammzellen 
Hämatopoese,  
Differenzierung von Stamm- 
und Nervenzellen,  
Tumorentwicklung, Akute- 
Phase-Proteine-Synthese 
gp-130 
LIFR 
NP 
 
Neuroepitheliale 
Zellen 
Nervenzellen, 
Adipozyten 
 
Entwicklung des 
Nervensystems, 
Hemmung der Lipogenese  
gp-130 
LIFR 
CNTFR 
OSM 
 
Makrophagen, 
T-Lymphozyten 
Melanozyten, 
Hepatozyten, 
hämatopoetische 
Zellen, 
Makrophagen 
Wachstumsregulation, 
Synthese von APP, 
Hämatopoese, 
Makrophagendifferenzierung 
gp-130 
OSMR/LIFR 
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1.3. Das Zytokin Oncostatin M 
1.3.1. Der OSM/OSMR-Zytokin-Rezeptorkomplex  
 
Oncostatin M (OSM) ist ein ca. 28 kD schweres Glykoprotein und Mitglied der IL-6-
Zytokinfamilie. Seine Synthese erfolgt durch aktivierte Monozyten, T-Lymphozyten und 
Dendritische Zellen 41, 301. Die ursprüngliche Isolation erfolgte 1986 aus histiozytären 
Lymphomzellen 408. Seine Bezeichnung erhielt es nach seiner im Vordergrund stehenden 
Eigenschaft, das Wachstum von humanen A375 Melanomzellen zu hemmen 41, 408. Wie 
alle Mitglieder der IL-6-Zytokinfamilie bindet OSM an den gemeinsamen gp-130-
Rezeptor. Bisher konnten zwei verschiedene OSM-Rezeptoren detektiert werden: OSM 
Typ I, der aus gp-130 und dem LIFR besteht, und OSM Typ II, der gp-130 und OSMRβ 
enthält 243, 366. 
Besonders ist für eine erfolgreiche Signaltransduktion die Fähigkeit des humanen OSM 
(hOSM) an einen heterodimeren Rezeptorkomplex aus gp-130 und entweder den LIFRβ 
oder den OSMRβ zu binden; eine monomere Interaktion mit gp-130 ist nicht produktiv 136, 
210. In Versuchen mit murinem OSM (mOSM) hingegen erfolgte die Signaltransduktion 
lediglich über die Bindung von gp-130 mit dem OSMRβ und nicht über den LIFRβ der 
Maus 157, 201, 361. Die Bindung von OSM an seinen spezifischen Rezeptor führt über die 
JAK- und STAT-Signalwege oder die MAPK-Kaskade zur effektiven Signaltransduktion 
im Kern 210. Während die gp-130-Untereinheit in allen Geweben exprimiert wird, sind 
LIFR und OSMR nur in bestimmten Geweben nachzuweisen, wie z.B. Leber, Lunge oder 
Niere 243. Es wurde außerdem ein löslicher OSMR (s-OSMR) entdeckt, dessen Sekretion 
durch Hepatom-, Glioblastom- und Melanomtumorzellen erfolgt. Dieser besitzt die 
Fähigkeit in Anwesenheit eines löslichen gp-130 oder eines löslichen IL-31-Rezeptors 
sowohl an OSM als auch an IL-31 zu binden 83. 
 
1.3.2. Verschiedene Wege der Signaltransduktion für IL-6-Zytokine 
 
Für die Ausführung verschiedener biologischer Funktionen müssen Zytokine ihre 
„Information“ von den Rezeptoren auf der Plasmamembran der Zelle zum Zellkern 
transportieren. Die Signaltransduktion der IL-6-Zytokine erfolgt zum einen über die 
Aktivierung des JAK/STAT (Janus Kinase/ Signal transducers and activators of 
transcription) -Signalweges und zum anderen über die MAPK (mitogen activated protein 
kinase)-Kaskade 136, 139 , siehe dazu Abbildung 4 ( sh. unten). 
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1.3.2.1. Der JAK/STAT-Signalweg 
 
Die Mitglieder der IL-6-Zytokinfamilie binden zur Signalweiterleitung an die 
gemeinsame und ubiquitär vorkommende gp-130-Untereinheit und einen spezifischen 
Rezeptor auf der extrazellulären Seite der Zellmembran. Durch die Ligandenbindung 
kommt es zur Dimerisierung des Rezeptors 220, 289. Da die IL-6-Zytokin-Rezeptoren keine 
intrinsische Tyrosinkinaseaktivität besitzen, interagieren sie mit Tyrosinkinasen im 
Zytosol, den Januskinasen (JAK). Durch deren Aktivierung kommt es zur 
Phosphorylierung spezifischer Tyrosinreste innerhalb der Rezeptorketten, die später als 
Andockstellen für Proteine dienen, die SH (Src homology 2)-Domänen oder andere 
phosphotyrosin-bindende Motive besitzen. Anschließend binden die STAT-Proteine über 
ihre SH2-Domäne an die Phosphotyrosinreste, werden dadurch phosphoryliert, 
diffundieren in den Zellkern und stimulieren dort die Transkription von Zielgenen 135, 140, 
289.  
Abb. 4: Schematische Darstellung der Aktivierung der MAPK-Kaskade und des JAK/STAT-
Signalweges. 
Die Aktivierung der Signalwege kann nach Bindung des jeweiligen Zytokines an den spezifischen 
Rezeptor zum einen über die Aktivierung der MAPK-Kaskasde über Ras/Raf und MEK oder über den 
JAK/STAT-Signalweg erfolgen. 
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Die Familie der Januskinasen, intrazelluläre Proteine in Säugetieren, umfasst JAK1, 
JAK2, JAK3 und Tyk2 158, 288. Benannt wurden sie nach dem römischen Gott Janus, dem 
Gott des Anfangs und des Endes. Dieser besitzt zwei Köpfe, die als Symbol für seine 
Zwiespältigkeit stehen, ähnlich den JAK, die zwei Kinase-Domänen besitzen, eine aktive 
Domäne, das JH1, und eine zweite Pseudokinase-Domäne, das JH2, welches die Aktivität 
der Kinase-Domäne reguliert 87, 136, 158. Die gp130-Untereinheit, der LIFR und der OSMR 
binden an JAK1, JAK2 und Tyk2, wobei JAK1 eine zentrale Rolle zu spielen scheint, da 
in Zellen, die einen Mangel an JAK1 aufweisen, die Signaltransduktion von IL-6 deutlich 
beeinträchtigt ist 285, 300.  
Zur Familie der STATs in Säugetieren zählt man die Transkriptionsfaktoren STAT1, 
STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b und STAT6. Für die IL-6-Zytokine ist eine 
Aktivierung vor allem von STAT3, aber auch von STAT1 über die gp-130-Untereinheit 
gezeigt worden 136. Für OSM konnte gezeigt werden, dass es zur Tyrosin- 
phosphorylierung von JAK1, JAK2 und Tyk2 führt und nachfolgend zur 
Phosphorylierung von STAT1α, STAT3 und SH2P (SH2-containing protein tyrosine 
phosphatase) 139, 194, 322. Während die STAT1-Phosphorylierung direkt über die 
Januskinasen erfolgt, werden zur Aktivierung von STAT3 die C-terminalen 
Tyrosinmotive Tyr917/Tyr945 des OSMR benötigt 147. Außerdem konnte für den LIFR 
und den OSMR neben STAT1 und STAT3 eine Aktivierung von STAT5 nachgewiesen 
werden 185, 407. Hintzen et al. (2008) konnten zeigen, dass humane und murine OSM-
Rezeptoren verschiedene Mechanismen zur Aktivierung von STAT5b nutzen. So besitzt 
der menschliche OSMR ein STAT5-rekrutierendes Tyrosin-Motiv (Tyr837/Tyr839), das 
im Maus-Rezeptor nicht anzufinden ist. Der murine Rezeptor dagegen initiiert die 
Aktivierung von STAT5 direkt über die rezeptorgebundenen Januskinasen, bevorzugt 
JAK2. Der humane OSMR scheint eine höhere Affinität zu JAK1 zu besitzen, was durch 
die Aminosäure Phe820 bedingt ist 147.  
 
1.3.2.2. Die Ras/Raf/MAPK- Kaskade 
 
Eine weitere Möglichkeit der Signalübertragung erfolgt über die Ras/Raf/MAPK-
Kaskade. Zu der Familie der Mitogen-aktivierten Kinasen (MAPK) zählen ERK, 
SAPK/JNK und p38. Hier kommt es durch die Aktivierung von gp-130 und LIFR zur 
Phosphorylierung von SH2P (SH2-containing protein tyrosine phosphatase), das 
wiederum die Fähigkeit besitzt, das Adapterprotein Grb2 (growth factor receptor bound 
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protein 2) zu binden 135, 136, 140, 322. Dies führt zur Verlinkung des JAK/STAT-Signalweges 
mit der MAPK-Kaskade. Für den OSMR selbst konnte keine Rekrutierung von SHP2 
gezeigt werden. Dennoch besitzt dieser die Fähigkeit die MAPK-Kaskade zu induzieren, 
was über das Adapterprotein Shc (SH2-and-collagen-homology-domain-containing 
protein) erfolgt. Die Tyrosinphosphorylierung der Shc-Isoformen p52 und p66 scheint 
dies über ihre Verbindung zu Grb2 zu ermöglichen 135, 136, 140. Schließlich führt die 
Rekrutierung von SOS (Son of sevenless) zum Rezeptorkomplex Shc-Grb2 zur 
Aktivierung von Ras und der nachfolgenden Kaskade über Raf und MEK1/2 136, 410, was 
die Phosphorylierung der MAP-Kinase ERK-1/2 und anschließend der 
Transkriptionsfaktoren nach sich zieht 322. Wie die Aktivierung der Mitglieder SAPK/JNK 
und p-38 der MAPK-Familie genau erfolgt, ist noch nicht geklärt. Jedoch scheinen 
verschiedene MAPKKKs den SAPK/JNK-Singalweg zu aktivieren, wie z. B. Mitglieder 
der MEKK, der ASK, TAKI und Tpl2. Außerdem scheint eine Cross-Aktivierung von 
SAPK/JNK durch ERK möglich zu sein 410. Die MAPK p-38 kann bei einwirkendem 
Stress auf die Zelle durch unterschiedliche MKKs phosphoryliert und aktiviert werden. Es 
bestehen verschiedene Quer-Verlinkungen zwischen den einzelnen Signalwegen 410. 
 
1.3.2.3. Die PI3K-Kaskade 
 
Zytokine der IL-6-Familie können außerdem zur Aktivierung der Phospho-
inositolphosphatidyl-3-Kinase-Signalkaskade (PI3K) führen. Dieses Enzym modifiziert 
Phosphatidylinositide so, dass Akt, eine Serin-/Threonin-Kinase, an die Plasmamembran 
rekrutiert wird, wo sie durch Phosphorylierung der PDK1 (phosphoinositide-dependent-
kinase-1) aktiviert wird 136. Es ist noch nicht genau bekannt, wie gp-130 zur Aktivierung 
dieses Signalweges führt. Eine Rolle dabei scheint das Adaptermolekül Gab-1 (Grb2-
associated binder 1) zu spielen, das eine Aktivierung der MAPK ERK über gp-130 
ermöglicht 359. Durch die Stimulation mit verschiedenen Zytokinen und 
Wachstumsfaktoren kommt es zur Tyrosin-Phosphorylierung von Gab-1 und nachfolgend 
einer Interaktion mit SHP2 und der p58-PI3K 254. 
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1.3.2.4. Die Regulierung und Modulation der Signalwege 
 
Es sind verschiedene Mechanismen bekannt, die die IL-6-Zytokin-vermittelte 
Signaltransduktion inhibieren können, um eine einseitige Stimulation zu verhindern. Eine 
Zusammenfassung hierzu zeigt Abbildung 5 (sh. Seite 23). Zum einen erfolgt dies über 
SHP2, eine ubiquitär im Zytosol vorkommende Tyrosin-Phosphatase, die zum einen die 
Phosphorylierung der Januskinasen und damit die Aktivierung der Signalkaskaden 
ermöglicht, zum anderen bei Abwesenheit Tyrosin-phosphorylierter Bindungspartner 
durch Dephosphorylierung den Signalweg inhibieren kann 149. Dies geschieht über die 
Rekrutierung an das zytoplasmatische Tyr759 des aktivierten gp-130 326. 
Zudem wird die negative Regulierung der Signaltransduktion über die Familie der SOCS 
(suppressor of cytokine signalling)-Proteine erreicht, die aus acht Mitgliedern besteht: 
CIS, SOCS1, SOCS2, SOCS3, SOCS4, SOCS5, SOCS6 und SOCS7 5, 121, 136. Diese 
Proteine werden auch SSI (STAT-induced STAT inhibitor) oder JAB (Janus kinase-
binding protein) genannt 256. Man zählt sie zu den klassischen Feedback-Inhibitoren 347. 
Es konnten mehrere Domänen gefunden werden, die die Unterdrückung der IL-6- 
Signaltransduktion ermöglichen. Dies sind zum einen die zentrale SH2-Domäne, 
außerdem eine N-terminal von SH2 liegende Prä-SH2-Domäne, die ESS (extended SH2 
subdomain) genannt wird, eine KIR (Kinase inhibitory region)-Domäne und eine C-
terminale SOCS-Box, die allen SOCS-Proteinen gemeinsam sind 5, 121, 256, 260. Über SH2 
können SOCS an die Phosphotyrosin-Motive der Januskinasen und somit innerhalb deren 
Aktivierungsloop ansetzen und deren Tyrosinkinase-Aktivität hemmen. Hierbei 
unterstützen die ESS und die KIR die SOCS in ihrer Funktion 318, 405. Die SOCS-Box 
interagiert über eine Bindung an Elonginproteine mit Ubiquitin-Ligasen, um den Abbau 
SOCS-assoziierter Substrate einzuleiten 5, 121, 256, 352. Um die JAK-vermittelte 
Signaltransduktion zu inhibieren, müssen SOCS an das phosphorylierte Tyr759 des 
zytosolischen gp-130 219, 326, 365 oder Tyr974 des LIFR binden 352. An der Inhibierung der 
IL-6-Zytokinfamilie vermittelten JAK/STAT-Signalwege sind hauptsächlich die Proteine 
SOCS1 und SOCS3 beteiligt. So wurden als Antwort auf IL-6 in vitro und in vivo erhöhte 
Konzentrationen von CIS-, SOCS1-, SOCS2- und SOCS3-Proteinen gefunden 252, 260, 343, 
347. Die Unterdrückung OSM-induzierter Signalwege erfolgt überwiegend über SOCS3 12, 
215, 216, 352. LIF-induzierte Signalwege werden vor allem durch SOCS1, SOCS2 und 
SOCS3 gehemmt 234, 252, 259. Für IL-11 konnte eine Überexpression von SOCS3 gezeigt 
werden 82, 215.  
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Eine weitere Möglichkeit, die einmal ablaufenden IL-6-Zytokin-Signalkaskaden zu 
beenden, liegt in der Familie der PIAS (protein inhibitor of activated STAT). Innerhalb 
dieser Familie mit den Mitgliedern PIAS1, PIAS3, PIASxα, PIASxβ und PIASxγ besteht 
eine 50%ige Homologie in der Aminosäuresequenz. PIAS binden STAT-Dimere und 
unterdrücken so deren Fähigkeit DNS zu binden 203. PIAS1 gilt als spezifischer Inhibitor 
der STAT1-vermittelten Signaltransduktion 203, 372, während PIAS3 zur Unterbindung der 
STAT3-vermittelten Signalübertragung führt 59. Der entsprechende molekulare 
Mechanismus ist noch nicht ins Detail geklärt, es scheint jedoch eine Konjugation von 
SUMO (small ubiquitin-like modifier ligases) an die STATs eine Rolle zu spielen 372.  
 
JAKJAKP
SHP2
P
Abb. 4: Mechanismen der Negativregulierung von Zytokinen der IL-6-Familie
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1.3.3. Matrixmetalloproteinasen und TIMPs 
 
Matrixmetalloproteinasen (MMPs), auch Matrixins 249 genannt, sind Zink-abhängige 
Enzyme, die an der Organisation und am Abbau extrazellulärer Matrix beteiligt sind. Sie 
werden entsprechend ihrer Domänen und ihrer Substratbindungsspezifität in verschiedene 
Gruppen unterteilt: Kollagenasen (MMP-1,-8,-13 und -18), Gelatinasen (MMP-2 und -9), 
Stromelysine (MMP-3,-10,-11), Matrilysine (MMP-7,-26), Membran-Typ-(MT-)MMPs 
Abb. 5: Mechanismen der Negativregulierung von Zytokinen der IL-6-Familie. 
Die Negativregulierung kann über die Tyrosinphasphatase SH2, die Aktivierung der 
SOCS-Familie, sowie über die PIAS erfolgen. (nach Heinrich et al. (2003)136) 
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(MMP-14,-15,-16,-17,-24,-25) und andere (MMP-12,-19,-20,-21,-23,-27,-28) 381. Eine 
Übersicht dazu gibt Tabelle 2 (sh. Seite 25). MMPs spielen eine wichtige Rolle in der 
Entwicklung und Differenzierung von Geweben, bei Apoptose, Entzündungsprozessen, 
Wachstumsvorgängen, in der Wundheilung und Zellmigration 249. 
Der Mensch besitzt 24 Gene für Metalloproteinasen, wovon das Gen 23 doppelt vorliegt. 
Alle MMPs, mit Ausnahme von MMP-7, MMP-23 und MMP-26, bestehen typischerweise 
aus einem Propeptid aus ca. 80 Aminosäuren, einer katalytischen Metalloproteinase-
Domäne aus ca. 170 Aminosäuren, einem Verbindungspeptid variabler Länge und einer 
Hemopexin-Domäne aus ca. 200 Aminosäuren. MMP-7, MMP-23 und MMP-26 fehlt 
dieses Verbindungspeptid und die Hemopexin-Domäne 249. 
Für gewöhnlich ist die Aktivität der MMPs in unauffälligem gesundem Gewebe sehr 
gering. Eine gesteigerte Expression wird durch inflammatorische Zytokine, 
Wachstumsfaktoren, Hormone, Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen hervorgerufen. 
Auch OSM ist in der Lage eine erhöhte Expression von Matrixmetalloproteinasen zu 
erreichen. Dies konnte für verschiedene TIMPs und MMPs unter anderem in Astrozyten 
177, Chondrozyten 198, 373, Fibroblasten 177, glatten Muskelzellen250 und Kardiomyozyten 
391 gezeigt werden.  
Ihre physiologische Regulation erfolgt durch endogene Inhibitoren. Zu den bedeutendsten 
gehören die Tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs), von denen bisher TIMP-1,-
2, -3 und -4 beschrieben sind 36. TIMPs bestehen aus 184-194 Aminosäuren 249 und 
besitzen eine N- und eine C-terminale Domäne. Mit allen Vertretern der MMPs bilden sie 
eine stöchiometrische 1:1 Verbindung, jedoch in unterschiedlicher Intensität. Die 
Inhibierung erfolgt durch die Bindung der N-terminalen Region der TIMPs an die 
katalytische Domäne der MMPs, während das C-terminale Ende mit den Pro-Formen von 
MMP-2 und MMP-9 interagiert, um den Pro-Enzym-Inhibitor-Komplex zu stabilisieren 
29. Weitere Proteine, die zur Deaktivierung der MMPs führen können, sind u.a. α2-
Makroglobulin 249, Tissue factor pathway inhibitor-2 (TFPI-2) 138, Transforming growth 
factor β (TGFβ) 90 und Reversion including cysteine rich proteine (RECK) 358. 
Wenn es zu einem Ungleichgewicht zwischen MMPs und TIMPs in der extrazellulären 
Matrix kommt, kann dies zu Erkrankungen wie Rheumatoider Arthritis 132, 268, 269, 
Peridontitis 171 oder chronischen Ulcera 390, 400 führen. Außerdem konnte eine Beteiligung 
verschiedener MMPs an der Entstehung von artherosklerotischen Plaques 257, 379 und der 
Pathogenese von Myokardinfarkten 133 und Aortenaneurysmen 208, 337, 379 nachgewiesen 
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werden. Auch bei entzündlichen Darmerkrankungen scheinen MMPs eine Rolle zu 
spielen 45, 118, 230.  
Die Studie von Fearon at al. (2006) konnte zeigen, dass das Zytokin OSM über die 
Hochregulation von MMPs zur Knorpeldegeneration führt und somit bei der 
Rheumatoiden Arthritis eine Rolle spielt 98.  
 
Enzym-Klasse Membran-Typ MMP Enzym 
Kollagenasen  MMP-1 Kollagenase 1,  
interstitielle Kollagenase 
 MMP-8 Kollagenase 2, 
neutrophile Kollagenase 
 MMP-13 Kollagenase 3 
 MMP-18 Kollagenase 4 
Gelatinasen  MMP-2 Gelatinase A 
 MMP-9 Gelatinase B 
Stromelysine  MMP-3 Stromelysin 1 
 MMP-10 Stromelysin 2 
 MMP-11 Stromelysin 3 
Matrilysine  MMP-7 Matrilysin 1, 
Pump-1 
 MMP-26 Matrilysin 2 
Membrantyp-MMPs Transmembran MMP-14 MT1-MMP 
 MMP-15 MT2-MMP 
 MMP-16 MT3-MMP 
 MMP-24 MT5-MMP 
GPI-Anker MMP-17 MT4-MMP 
 MMP-25 MT6-MMP 
Andere  MMP-12 Makrophagen-Elastase 
 MMP-19  
 MMP-20 Enamelysin 
 MMP-21 XMMP (Xenopus) 
 MMP-23 CA-MMP 
 MMP-27 CMMP 
 MMP-28 Epilysin 
 
Tab. 2: Übersicht über die Matrixmetalloproteinasen (MMPs). Diese werden unterteilt in Kollagenosen, 
Gelatinasen, Stromelysine, Matrilysine, MT-MMPs und andere. (nach Visse et al. (2003) 381) 
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1.3.4. Biologische Funktionen von Oncostatin M 
 
OSM ist ein pleiotropes Zytokin mit unterschiedlichen Funktionen, die sich teilweise mit 
den ihm verwandten IL-6-Zytokinen überschneiden.  
Die zuerst entdeckte Eigenschaft des OSM, nach der das Zytokin auch benannt wurde, 
besteht in der Unterdrückung der Replikation von Melanom- und anderen humanen 
Tumorzellen und zeichnet es als wachstumsregulatorisches Zytokin aus 408. Dabei kann es 
sich abhängig vom Gewebe inhibierend oder stimulierend auf das Wachstum auswirken. 
Zu den Tumorarten, deren Wachstum durch OSM negativ beeinflusst wird, zählen unter 
anderem Bronchialkarzinome 152, 271, Chondrosarkome 73, Glioblastome 105, 129, 
Kolorektale Karzinome 78, 143, Mammakarzinome 85, 120, 204, 205, Melanome 39, 182, 183, 184, 408 
und Osteosarkome 37, 54. Die Unterdrückung des Tumorwachstums erfolgt durch die 
Fähigkeit von OSM die Tumorzellen antiproliferativ zu beeinflussen und die 
Zelldifferenzierung und Apoptose in Tumorzellen zu fördern, wodurch es zytostatisch 
wirkt 73, 78.  
Im Fall von AIDS-assoziierten Kaposi-Sarkomen dagegen scheint OSM das 
Tumorwachstum zu stimulieren 6, 233, 251. Auch bei Prostata- 117, 392, Ovarial- 197, 320 und 
Zervixkarzinomen 395 scheint das Zytokin proangiogenetisch und somit fördernd auf 
Wachstum und Invasivität zu wirken. 
Es konnte außerdem gezeigt werden, dass OSM die Differenzierung mesenchymaler und 
epithelialer Zelllinien beeinflusst. In Studien mit pluripotenten embryonalen Stammzellen 
inhibierte das Zytokin die Differenzierung in vivo 303.  
Auch an der Hämatopoese ist OSM beteiligt. So wird es zum einen in embryonalen und 
adulten hämatopoetischen Geweben exprimiert, reguliert die Interaktion zwischen 
hämatopoetischen und Zellen des Knochenmarks und stimuliert Stroma- und 
hämatopoetische Vorläuferzellen 362, 363, 404. Außerdem besitzt es pro-koagulatorische 
Eigenschaften 235, 262.  
Ein weiterer Bereich, in dem OSM Einfluss nimmt, ist der Knochenstoffwechsel. OSM 
wird von Osteoblasten und -zyten produziert und steuert diese, abhängig vom 
signaltransduzierenden Rezeptor, auf unterschiedliche Art und Weise 20, 162, 386. So konnte 
bei Patienten mit Stüve-Wiedemann Syndrom (SWS), das autosomal-rezessiv vererbt wird 
und mit einer angeborenen Skelettdysplasie und Verbiegung langer Knochen einhergeht, 
ähnlich dem Schwartz-Jampel Typ 2 Syndrom (SJS2), das ebenfalls durch Gelenk- und 
Knochenanomalien charakterisiert ist, in 19 untersuchten Familien eine Nullmutation des 
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LIFR-Gens auf Chromosom 5p13 nachgewiesen werden. Durch die Mutationen des LIFR-
Gens kommt es zur veränderten Stabilität der LIFR-mRNA, was zur Abwesenheit des 
LIFR-Proteines führt und zu einer Beeinträchtigung des JAK/STAT3-Signalweges in 
diesen Patienten. 69. In einer Studie von Walker et al. (2010) konnte im Mausmodell durch 
murines OSM über die Aktivierung des LIFR eine gehemmte Sklerosin-Produktion in 
Bindegewebezellinien und murinen Osteoblasten gezeigt werden und eine damit 
einhergehend verbesserte Knochenbildung. Dagegen wurde durch murines OSM über die 
Aktivierung des OSMR die Produktion von RANKL (Receptor activator of NF-KB 
Ligand) stimuliert und die Osteoklastendifferenzierung gefördert. OSMR-Knock-out-
Mäuse im Vergleich mit Wildtyp-Mäusen zeigten eine gesteigerte trabekuläre 
Knochenmasse 386.  
Auch in Skelett- und glatter Muskulatur spielt OSM eine Rolle. Studien von Bernard et al. 
(1999) und Xiao et al. (2011) legten dar, dass Proliferation und Differenzierung der 
Muskelzellen über den JAK/STAT-Signalweg reguliert werden 22, 402. In Kardiomyozyten 
führte OSM, wie auch beim Myokardinfarkt und der chronisch dilatativen 
Kardiomyopathie, zum Umbau und zur Dedifferenzierung von Kardiomyozyten 179.  
Xia et al. (2011) konnten zeigen, dass OSM im Rattenmodell protektiv auf die 
Photorezeptoren der Retina wirkt und die Regeneration dieser fördert 401.  
Bei entzündlichen Prozessen in verschiedenen Organsystemen nimmt das IL-6-Zytokin 
OSM ebenfalls eine tragende Rolle ein. Bei systemischen Entzündungsreaktionen führen 
verschiedene chemische, physikalische und biologische Reize auf molekularer Ebene 
initial zur Hochregulation proinflammatorischer Zytokine wie TNFα oder IL1α/β, die 
wiederum als Botenstoffe v. a. Endothelzellen, Makrophagen sowie Leukozyten zur 
Ausschüttung weiterer entzündlicher Stoffe wie Chemokine, Matrixmetalloproteinasen 
und Wachstumsfaktoren stimulieren, wodurch über Signalkaskaden eine entzündliche 
Reaktion im Gewebe hervorgerufen wird, die bis zu dessen Destruktion führen kann. In 
der nachfolgenden Phase ermöglichen weitere Faktoren (z. B. IL-6, Proteaseinhibitoren, 
TIMPs) einen Rückgang der Entzündung und die Förderung der Wundheilung. Wenn 
dieses Gleichgewicht gestört wird, können chronisch entzündliche Erkrankungen in 
verschiedenen Organsystemen auftreten 385. OSM wirkt über die Regulierung von 
Zytokinantworten und greift an verschiedenen Punkten in diese Homöostase ein. Es 
hemmt u. a. die Produktion von TNFα, einem stark proinflammatorisch wirkenden 
Zytokin, dessen Hochregulation auch bei autoimmunologischen Erkrankungen wie 
Psoriasis, Rheumatoider Arthritis und CED bedeutsam ist 387. Außerdem wird in 
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verschiedenen Geweben OSM-vermittelt eine gesteigerte Expression von IL-6 erreicht 39, 
109, 294, 387. Dieses Zytokin beeinflusst TNFα negativ und ist in die Wundheilung involviert, 
was für die protektive, anti-entzündliche Komponente spricht.  
Die akute Entzündung wird außerdem oft von einer gesteigerten Produktion von Akute-
Phase-Proteinen (APP) in der Leber begleitet, die für die Infektabwehr und die Restitutio 
ad integrum wichtig scheinen. Diese APP-Synthese konnte in Hepatozyten durch humanes 
OSM dosisabhängig stimuliert werden 295.  
Andererseits scheint OSM proinflammatorische Fähigkeiten inne zu haben. Modur et al. 
(1997) konnten OSM-vermittelt das Einsetzen einer akuten Entzündungsreaktion erzielen, 
indem es Mäusen subkutan injiziert wurde. Daraufhin konnte die Migration polymorpher 
Leukozyten, deren Adhäsion und die Ausschüttung der Aktivatoren IL-6, der Wachstums-
verwandten Zytokine α/β und dem Neutrophilen-aktivierenden Peptid 78 beobachtet 
werden 240. Einige Beispiele für die Beteiligung von OSM bei entzündlichen 
Erkrankungen sind die atopische Dermatitis 26, chronische Peridontitis 200, 282, Psoriasis 
vulgaris 26, allergische Lungenerkrankungen und Lungenfibrose 106 und die Rheumatoide 
Arthritis 88, 98, 232. 
OSM besitzt außerdem antivirale Eigenschaften. Ikeda et al. (2009) konnten zeigen, dass 
OSM synergistisch mit Interferon α (INFα), das bereits in Kombination mit Ribavirin bei 
der Therapie der chronischen Hepatitis-C eingesetzt wird, die Replikation der HCV-RNA 
in Hepatomzellen hemmt 159. OSM in Verbindung mit Interferon α führt in 
Hepatomzellen, die mit Hepatitis-A- oder Hepatitis-C-Virus infiziert sind, zu einer 
gesteigerten Induktion antiviraler Gene, die u. a. an der Antigenpräsentation beteiligt sind, 
und somit zu einer gesteigerten Immunabwehr in Hepatozyten führen 187. 
Die Rolle von OSM im Gastrointestinaltrakt wurde bisher wenig erforscht. Sanchez et al. 
(2003) konnten in einem Mausmodell zeigen, dass ein Transfer von Adenoviralen 
Vektoren mit murinem OSM, bei dem die Colitis mit 4% Dextran Sodium Sulfat (DSS) 
induziert wurde, die intestinale Entzündung verglichen mit IL-6 verbesserte, was für die 
protektive Rolle von OSM spricht, während in einem Colitismodell, in dem die 
Entzündung mit Oxazolone induziert wurde, OSM zu einer weiteren Aggravierung der 
Entzündung führte 310. 
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1.4. Chronisch entzündliche Darmerkrankungen 
1.4.1. Einteilung und Pathogenese chronisch entzündlicher Darmerkrankungen 
 
Zu den chronisch entzündlichen Darmerkrankungen zählen Morbus Crohn (MC) und 
Colitis ulcerosa (CU). Diese sind heterogene chronische Erkrankungen mit variierenden 
Krankheitsverläufen, die sich schubförmig, chronisch-progredient oder mit langjährigen 
Remissionen darstellen können. In 10% der Fälle ist eine genaue Differenzierung 
zwischen den beiden Krankheitsbildern nicht möglich, was als „indeterminierte Kolitis“ 
bezeichnet wird 62, 141.  
Der Häufigkeitsgipfel der Erkrankung liegt in der 3. Lebensdekade. Nordeuropäer und 
Nordamerikaner sind bevorzugt betroffen. Die genaue Äthiopathogenese ist noch unklar. 
Es werden genetische Ursachen, Umweltfaktoren (wie z. B. Infektionen des Intestinums, 
das Rauchverhalten, psychischer Stress), immunologische Mechanismen (T-Zell-
Aktivierung, überschießende Produktion proinflammatorischer Zytokine) u. a. für die 
Entstehung der CED verantwortlich gemacht 167.  
Als erste Phase der Pathogenese wird die Aktivierung lymphatischer Zellen der 
Darmwand durch unbekannte Auslöser angesehen. Daraufhin erfolgt eine 
zytokinvermittelte Bildung von Entzündungsmediatoren, die zu einer lokalen Schädigung 
des intestinalen Gewebes führen. Bei MC konnte eine erhöhte Beteiligung der Th1-
Helferzellen nachgewiesen werden, während bei CU vor allem die Th2- Helferzellen 
verstärkt an der Immunreaktion beteiligt sind 62, 141, 167.  
MC zeichnet sich makroskopisch dadurch aus, dass sich die Entzündung diskontinuierlich 
im gesamten Bereich des Gastrointestinaltraktes manifestiert und alle Abschnitte der 
Wand betreffen kann, während CU als eine kontinuierliche Entzündung vor allem des 
Kolons, ausgehend vom Rektum von distal nach proximal, meist die oberflächlichen 
Schleimhautschichten befällt. Für beide Erkrankungen sind bei bis zu 20% der Patienten 
extraintestinale Symptome an der Haut (z. B. Erythema nodosum, nekrotisierende 
Vaskulitis, Psoriasis und Pyoderma gangraenosum), den Gelenken (z. B. Spondylitis, 
Sakroiliitis), den Augen (z. B. Skleritis, Uveitis), der Leber (z. B. Leberwerterhöhung) 
und den Gallenwegen (z. B. Primär sklerosierende Cholangitis) beschrieben. Außerdem 
stellen die CED in unterschiedlichem Maße ein erhöhtes Risiko für kolorektale 
Karzinome (CRC) dar 62, 141. 
Während bei MC Abdominalschmerzen im rechten Unterbauch und vermehrt schleimige 
Diarrhöen im Vordergrund stehen, zeigen Patienten mit Colitis ulcerosa vor allem blutige 
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Diarrhöen, Tenesmen und linksbetonte Unterbauchschmerzen. Endoskopisch sind für MC 
Stenosen, Fisteln und ein Pflastersteinrelief charakteristisch, bei CU findet man aufgrund 
der erhöhten Vulnerabilität der Mukosa typischerweise Kontaktblutungen und 
Pseudopolypen 141.  
Histologisch sind bei MC in 40% der Fälle Epitheloidzellgranulome zu finden, bei CU 
Kryptenabszesse 62, 141.  
Nicht nur die pathogenetischen und klinischen Charakteristika lassen eine gemeinsame 
Basis der CED vermuten, sondern auch der Nachweis überlappender Genloci zwischen 
MC und CU, wie sie in verschiedenen Studien von Franke et al. (2008), Jostins et al. 
(2012) oder Waterman et al. (2011) innerhalb unterschiedlicher Kohorten erbracht 
wurden. Hierzu wurden Patienten mit CED bezüglich übereinstimmender SNPs (Single 
nucleotide polymorphisms) verglichen. 104, 163, 389. 2001 wurde NOD2/CARD15 
(nucleotide binding oligomerization domain-containing protein 2/ caspase recruitment 
domaining protein 15) als erstes Suszeptibilitäts-Gen, das mit MC assoziiert ist, 
beschrieben 155, 267. Es gehört unter den inzwischen über 30 bekannten Loci/Genen zu den 
klinisch am bedeutendsten, die mit MC assoziiert sind. NOD2 scheint einen 
intrazellulären Rezeptor für bakterielle Polysaccharide zu kodieren und zu einer NF-ĸB-
Aktivierung zu führen 266, das als Transkriptionsfaktor verschiedene inflammatorische 
Botenstoffe stimuliert. Studien von Heliö et al. (2003) und Seiderer et al. (2006) wiesen 
nach, dass die NOD2/CARD15-Genvariante 1007fs mit MC assoziiert war. Bei Patienten 
mit MC, die eine homozygote Frameshift-Mutation von 1007fs aufwiesen, setzte die 
Krankheit früh ein, ging mit langen segmentalen Stenosen des Ileums und entero-
enteralen Fisteln einher, machte häufige chirurgische Interventionen notwendig und stellte 
ein hohes Risiko für Re-Stenosen dar 137, 332. Diese Erkenntnisse zeigen die Notwendigkeit 
der Genotypisierung, um schwer betroffene Patienten früh zu erkennen und einer 
individualisierten Therapie zuzuführen. Weitere Untersuchungen wiesen nach, dass unter 
anderem die Autophagie-Gene ATG16L1 (autophagy related 16-like 1) 63, 68, 113, 130, 189, 409 
und IRGM (Immunity related GTPase family M protein) 63, 189, 409, DLG5 (discs large 
homolog 5) 351, IL-23R (Interleukin-23-receptor) 86 und TLR4 (Toll-like receptor 4) 34, 103, 
296 eine Prädisposition für die Entstehung von CED darstellen. Mehrere Studien wie die 
von Glas et al. (2008) und Hampe et al. (2007) untersuchten Gen-Varianten von 
ATG16L1 wie u. a. rs2241879 113 und rs2241880 113, 130 und konnten diese als 
Prädispositions-Gene für Morbus Crohn identifizieren 113, während für CU nur eine 
schwache Assoziation mit der Variante rs6431660 nachgewiesen werden konnte 113. 
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ATG16L1 kodiert ein Protein des Autophagie-Prozesses, das intrazelluläre Bakterien 
abbaut. IRGM, als weiteres Autophagie-Gen, das auf Chromosom 5q33.1 liegt, wurde von 
Glas et al. (2013) ebenfalls als Suszeptibilitäts-Gen für MC in der deutschen Bevölkerung 
beschrieben, während für CU wiederum nur eine schwache Assoziation zu IRGM vorlag 
114. Während Duerr et al. (2006) die starke Assoziation von IL23R, das eine Untereinheit 
des Rezeptors für IL-23 kodiert und auf Chromosom 1p31 liegt, in der 
nordamerikanischen Bevölkerung nachwies 86, konnten Glas et al. (2007) rs1004819 als 
bedeutendste Variante des IL-23R-Gens mit MC in der deutschen Bevölkerung 
identifizieren 112. Brand et al. (2006) postulierten, dass der TLR4 Asp299Gly 
Polymorphismus für die Entstehung von MC prädisponiert. Dabei scheinen Mutationen 
von TLR4 und NOD2 individuelle Phenotypen hervorzurufen, abhängig vom Vorliegen 
oder der Abwesenheit einzelner Mutationen 34. Das XBP1-Gen konnte in Studien mit CU 
und MC assoziiert werden 165. Als Transkriptionsfaktor scheint es eine Schlüsselrolle bei 
der Stressantwort im Endoplasmatischen Retikulum (ER) zu spielen. So konnten Kaser et 
al. (2008) mit Hilfe einer XPB1-Knock-out-Maus speziell im intestinalen Epithel zeigen, 
dass dadurch ER-Stress entsteht und sich die Schleimhaut mit typischen histologischen 
Eigenschaften von CED präsentierte, wie z. B. Kryptenabszessen und Ulzerationen 165. 
Als weitere Genloci die mit CED assoziiert werden, sind u. a. STAT-1, STAT-3 IL-10, 
MUC19, SOCS1, IL-27, LIF und OSM zu nennen 163.  
Diese Studien zeigen unter zahlreichen anderen die Beteiligung genetischer Faktoren am 
Auftreten der CED. Als harte Kriterien gelten dabei NOD2, IL23R und 1007fs. 
Neben diesen spielt auch das Gleichgewicht der bakteriellen Darmflora eine Rolle bei der 
Entstehung entzündlicher Darmerkrankungen. So konnte in Tierversuchen mit IL-10-
defizienten Mäusen gezeigt werden, dass sich eine Kolitis nicht provozieren lässt, wenn 
die Tiere in einer keimfreien Umgebung aufwachsen 180, 336. Als weiterer Hinweis für den 
Einfluss von Bakterien auf CED stellt sich dar, dass sich die Erkrankung bevorzugt an 
Stellen des Darms manifestiert, an denen durch Stase eine längere Kontaktzeit mit den 
Stoffen im Darmlumen besteht und an denen die höchsten Bakterienkonzentrationen 
nachgewiesen werden können, nämlich v. a. im terminalen Ileum, Coecum und Rektum 
202. Es wurden bereits zahlreiche Versuche unternommen, um Mikroorganismen zu 
identifizieren, die in direktem Zusammenhang mit der Pathogenese stehen. Ein 
spezifisches infektiöses Agens konnte jedoch bisher nicht gefunden werden 95. Allerdings 
wurden Unterschiede bei der Untersuchung der Darmflora gesunder Kontrollen im 
Vergleich mit CED-Patienten festgestellt. So ließen Studien in den 1980er Jahren 
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vermuten, dass Mycobakterien-Spezies, insbesondere Mycobacterium paratuberculosis, 
bei einem Teil der Patienten mitbeteiligt an der Pathogenese von CED sein könnte 53, 226. 
Andere Studien widerlegten diese Ergebnisse 335, 360, sodass die Studienlage darüber, 
inwieweit Mykobakterien kausal bei der Entstehung der CED mitwirken oder lediglich 
einen Hinweis auf die veränderte Darmflora des vorgeschädigten Gastrointestinaltraktes 
darstellen, unklar ist. Linskens et al. (2001) beispielsweise wiesen bei MC erhöhte 
Konzentrationen an Bacteroides, Eubacteria und Peptostrepptococcus im Vergleich zu 
gesunden Kontrollen nach, während bei CU ein erhöhtes Vorkommen fakultativ anaerober 
Bakterien auffiel 202. Weitere Studien ließen vermuten, dass enteropathogene E.coli 
(EPEC) an der Entstehung und Aufrechterhaltung von CED mit eine Rolle spielen. So 
konnten Higgins et al. (1999) nachweisen, dass bei jungen Mäusen, die oral mit 
Citrobacter rodentium, einem nichtinvasivem Pathogen, ähnlich EPEC beim Menschen, 
infiziert wurden, eine Kolonisation des distalen Colons stattfand und es im Verlauf zur 
Verdickung der Schleimhaut, vermehrter Epithelzellhyperplasie, T-Zell-Infiltration der 
Mukosa, Kryptenhyperplasie, vermehrter Leukozyteninfiltration und Nachweis Th1-
vermittelter Zytokine wie IFNγ oder TNFα kam, wie es in Mausmodellen mit CED zu 
beobachten ist 146. Yagita et al. (1999) erzeugten ein Colitis-Maus-Modell mittels E.coli, 
die mit dem Yersinia enterocolica Hsp60-Gen transformiert wurden, einem 
Hitzeschockprotein, das bei Patienten mit CED sowohl im Serum als auch in Biopsien des 
Intestinums nachgewiesen werden konnte. Es zeigte sich ein Anschwellen der 
Becherzellen, Erosionen, Ulzerationen, Kryptenhyperplasie und eine Invasion 
inflammatorischer Zellen vergleichbar mit Biopsien bei Patienten mit CU 403. Eine Studie 
von Nuding et al. (2007) an Kolonbiopsien von CED-Patienten und einer Kontrollgruppe 
untersuchte mittels Durchflusszytometrie die quantitative Rate an bakteriellem Untergang 
und testete die antibakterielle Aktivität des Darms mithilfe von Peptiden, wie Defensinen 
und Cathelicidinen, die in intestinalen Epithelzellen synthetisiert werden, um die 
Mukosabarriere gegenüber Bakterien aufrechtzuerhalten. Sie zeigte, dass bei MC eine 
verminderte Aktivität der Darmmukosa gegen Mikroorganismen besteht, die sich gut mit 
einer niedrigen antibakteriellen Peptidexpression vereinbaren lässt 265. Die therapeutische 
Anwendung von Antibiotika oder Probiotika und die ausschließliche parenterale 
Ernährung in besonders fulminanten Verlaufsstadien der Erkrankung weisen ebenfalls auf 
die Möglichkeit einer Beteiligung von bakteriellen Faktoren bei der Pathogenese hin und 
so könnte eine wichtige Erkenntnis für die Therapie von CED darin bestehen, ein intaktes 
Gleichgewicht der Darmflora wiederherzustellen 62, 317. 
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Als weiterer Umweltfaktor scheint das Rauchverhalten der Patienten Einfluss auf CED zu 
nehmen. So wiesen Rubin et al. (2000) nach, dass Zigarettenrauchen mit MC assoziiert 
ist, während bei einigen Patienten, die an CU leiden, die Schwere der Erkrankung durch 
Rauchen positiv beeinflusst wird 306. Eine Studie von Kikuchi et al. (2008) deklarierten, 
dass eine chronische Nikotinstimulation über den Nikotin-Acetylcholinrezeptor im 
Intestinum zur Produktion von Th1-Helfer-Zytokinen führt, die wiederum an der 
Entstehung und Aufrechterhaltung von MC beteiligt sind 170, nicht jedoch bei CU, die 
durch die Beteiligung von Th2-Helferzellen charakterisiert ist. Daneben gilt als 
zusätzlicher protektiver Faktor der CU nach einer Studie von Andersson et al. (2001) die 
Appendektomie, die im Rahmen einer akuten Entzündung des Appendix oder einer 
Lymphadenopathie durchgeführt wurde und mit einem niedrigen Risiko für die 
Entwicklung einer späteren CU assoziiert war 8. 
Auch Nahrungsmittelantigene spielen eine Rolle bei Entstehung und Aufrechterhaltung 
der CED. So konnten Knoflach et al. (1987) und Lerner et al. (1989) nachweisen, dass bei 
Patienten mit CED und hier v. a. MC erhöhte Serumantikörper gegen Kuhmilchproteine 
vorlagen 175, 192. Und auch für andere Nahrungsmittel wie Zucker oder verschiedene Fette 
wurde in zahlreichen Studien der Einfluss auf CED untersucht mit jedoch sehr 
unterschiedlichen Ergebnissen, was an der Art des Studienaufbaus als retrospektive Fall-
Kontroll-Studien liegen könnte 48, 131, 276, 290. 
Daneben nimmt bei Patienten mit CED auch die Einnahme von Medikamenten Einfluss 
auf die Krankheitsaktivität. So wurden zahlreiche Studien durchgeführt, die darauf 
hinweisen, dass Nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR) zu häufigeren und früheren 
klinischen Rezidiven bei Patienten mit CED führen können, während in mehreren Studien 
selektive COX-2-Hemmer bei kurzer Einnahmedauer gut toleriert wurden 100, 169, 218. Eine 
Zusammenfassung über die multifaktorielle Äthiopathogenese der CED zeigt Abbildung 6 
(sh. Seite 34). 
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Abb. 6: Äthiopathogenese der CED. 
Die Entstehung der CED ist multifaktoriell bedingt. Es spielen sowohl genetische, als auch Umweltfaktoren, 
Infektionen, psychische Faktoren, die Dysregulation des Immunsystems und eine Barrierestörung im Darm 
eine entscheidende Rolle. 
 
 
1.4.2. Die Bedeutung von Zytokinen bei intestinaler Entzündung 
 
Verschiedenste Zytokine wie Interleukine, Chemokine und Wachstumsfaktoren besitzen 
eine wichtige Funktion bei entzündlichen Prozessen und bei verschiedenen chronischen 
inflammatorischen Erkrankungen wie z. B. bei Asthma bronchiale, Psoriasis vulgaris, 
Rheumatoider Arthritis und CED. An der Entstehung und Aufrechterhaltung von 
entzündlichen Erkrankungen im Darm sind u.a. IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-22, IL-26, IL-
31 und TNFα beteiligt 32, 71, 124, 191, 286, 350. Die Interaktion zwischen 
Antigenpräsentierenden Zellen und der mikrobiellen Darmflora kann zu einer Aktivierung 
von CD4+-T-Lymphozyten mit Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine führen 245. 
Viele weitere Zytokine werden im Augenblick hinsichtlich der genauen Äthiopathogenese 
der CED erforscht. 
IL-1 ähnelt in vielen Eigenschaften dem TNFα und wird vor allem von Makrophagen, B-
Zellen und NK-Zellen produziert. Dieses zentrale Zytokin steht häufig am Beginn von 
Signalkaskaden und führt zur Ausschüttung sekundärer Zytokine wie IL-6 und IL-8. Es 
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aktiviert unter anderem die Phagozytose, vermittelt eine Leukozyten-Adhäsion ans 
Endothel, induziert die Synthese von APP und Prostaglandinen sowie die Entstehung von 
Fieber 62, 220. Die Bedeutung von IL-1 in der Pathogenese der CED konnte in 
verschiedenen Studien gezeigt werden. So fand man in Kolonbiopsien von Patienten mit 
aktiver MC- oder CU-Erkrankung höhere Konzentrationen an mRNA der 
proinflammatorischen Zytokine, wie auch für IL-1β, im Vergleich zur gesunden 
Kontrollgruppe. Diese Zunahme korrelierte eng mit der Gewebebeteiligung und der 
mukosalen Entzündung 11, 191, 236, 237, 291, 399. Auch im peripheren Blut zeigte sich ein 
signifikanter Anstieg von IL-1β, das bei Patienten mit aktiver CED im Vergleich zu 
nichtentzündlichen Kontrollen peripher von Monozyten produziert wird 261.  
Als weiteres wichtiges Zytokin bei der Genese der CED ist IL-6 zu nennen, das auch 
BSF-2, also B-Zellen stimulierender Faktor-2, bzw. Hepatozyten- stimulierender Faktor 
genannt wird. Dieser Botenstoff wird größtenteils von Makrophagen, Endothelzellen und 
Th2-Zellen produziert und fördert in den Zielzellen das Lymphozytenwachstum, die B-
Zell-Differenzierung und in Hepatozyten die Synthese von APP. Außerdem wurde sein 
Einfluss auf neoplastische Zellen beschrieben 62, 220, 327. Eine Beteiligung von IL-6 bei 
intestinaler Entzündung untersuchte u. a. Wang et al. (2010) in einer Studie mithilfe von 
Real-time-PCR und Immunhistochemie. Es wurden die IL-6-mRNA-Expression und die 
IL-6-Proteinlevel in Gehirn und Kolongewebe von Ratten, bei denen mittels TNBS 
(trinitrobenzene sulfonic acid) eine Colitis induziert wurde, bestimmt. Im Vergleich zu 
den Kontrollen zeigte sich eine signifikant erhöhte IL-6-mRNA-Konzentration und 
erhöhte Proteinlevel, sowohl im Gehirn, als auch im Kolon 388. Weitere Studien konnten 
ebenfalls erhöhte IL-6-Konzentrationen in Serumproben oder Kolonbiopsien von 
Patienten mit CED nachweisen 115, 191, 286, 399. Dass unterschiedliche Faktoren, wie die 
mikrobielle Flora und Zytokine, in der Pathogenese zusammenspielen, zeigt die Studie 
von Dann et al. (2008) in einem Mausmodell, in dem eine enterale bakterielle Infektion zu 
einer erhöhten IL-6-Konzentration in IEC und Makrophagen führte, um die Abwehr zu 
gewährleisten. IL-6 wirkte hier protektiv auf die Mukosa und schützte vor ulzerösen 
Läsionen, die von Bakterien als Nischen genutzt werden können 72. IL-6 spielt neben den 
CED bei weiteren chronischen Erkrankungen wie Psoriasis, Rheumatoider Arthritis oder 
Systemischem Lupus erythematodes eine entscheidende Rolle. Hier können auch 
therapeutische Optionen für entzündliche Erkrankungen, die durch eine Überexpression 
von IL-6 hervorgerufen werden, angreifen. Paul-Pletzer et al. untersuchten 2006 einen 
monoklonalen Anti-IL-6-Rezeptor-Antikörper, genannt Tocilizumab, der zur Blockade 
Einleitung  - 36 - 
 
von IL-6-induzierten Signalwegen in entzündlichen Erkrankungen führte 273. Zudem ist 
IL-6 an der Entstehung von Malignomen wie kolorektalen Karzinomen, Leukämien, 
Lymphomen, Multiplem Myelom, Ovarialkarzinomen oder Plasmozytomen beteiligt 47, 60, 
93, 107, 123, 127, 207, 308, 369, 396.  
IL-8, das auch als Chemokin CXCL8 bezeichnet wird, wirkt vor allem auf Makrophagen 
und Neutrophile Granulozyten und steuert die Chemotaxis 62. Studien in Bezug auf die 
Bedeutung von IL-8 bei der Pathogenese der CED in den 1990er Jahren konnten eine 
erhöhte Konzentration des Zytokins in Kolonbiopsien der Patienten nachweisen, bei 
denen sich die Erkrankung gerade im aktiven Stadium befand, im Vergleich mit inaktiven 
Stadien oder gesunden Kontrollen 122, 160, 236. Außerdem korrelierten die erhöhten IL-8-
Level, speziell bei CU, mit dem makroskopischen Befund und mit einer erhöhten 
Aktivierung und Akkumulation von Neutrophilen in der betroffenen Mukosa 160, 236.  
IL-10 ist ein wichtiges antiinflammatorisches Zytokin, das von Th2-Zellen produziert wird 
und die Produktion von Zytokinen aus Th1-Zellen hemmt. Außerdem wirkt es auf die 
Differenzierung von hämatopoetischen Zellen 62. Eine Studie von Kühn et al. (1993) 
zeigte, dass IL-10-defiziente Mäuse eine spontane chronische Enterokolitis mit 
Mukosahyperplasie und abweichenden epithelialen MHC-II-Komplex-Molekülen ähnlich 
dem MC entwickelten 180. Dies lässt auf eine zentrale Rolle des Zytokins bei CED 
schließen. Barbara et al. (2000) untersuchten im Hinblick auf diese Erkenntnis das 
therapeutische Potenzial einer Überexpression des IL-10-Gens auf CED. Durch das 
Einbringen des IL-10-Gens mittels eines humanen Adenovirus in IL-10-defiziente Mäuse 
konnte, wenn dies vor Induktion der Colitis geschah, eine histologische und 
makroskopische Verbesserung der Krankheitsaktivität beobachtet werden. Der 
Gentransfer nach bereits bestehender Kolitis erbrachte keinen Vorteil 15. Doppelblinde 
Studien in der klinischen Anwendung von rekombinantem humanem IL-10 an Crohn- 
Patienten von Schreiber et al. (2000) oder Fedorak et al. (2000) konnten keinen Einfluss 
einer subkutanen Zytokingabe im Vergleich mit Placebogabe auf die Remission der 
Erkrankung erzielen 329, 99. Die intravenöse Gabe von IL-10 in einer doppelblinden 
placebokontrollierten Studie von van Deventer et al. (1997) hingegen lässt einen positiven 
klinischen Effekt bei Patienten mit MC vermuten 374.  
IL-22 ist ein Zytokin, das von aktivierten T-Zellen exprimiert wird und dessen 
Signaltransduktion über einen Rezeptorkomplex aus IL-22R1 und IL-10R2 erfolgt. Brand 
et al. (2006) wiesen bei Patienten mit MC in entzündlichen Kolonläsionen eine gesteigerte 
IL-22 mRNA-Expression nach, die mit der von IL-8 in diesen Läsionen korrelierte. IL-22-
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vermittelt konnte eine gesteigerte proinflammatorische Genexpression hervorgerufen 
werden und eine gesteigerte Migration in IEC beobachtet werden 32. Des Weiteren konnte 
in einer Studie von Schmechel et al. (2008) gezeigt werden, dass IL-22 nicht nur als 
Serum-Marker für die Aktivität einer Erkrankung mit MC gesehen werden kann, sondern 
auch mit IL-23R Genvarianten assoziiert ist, die eine erhöhte Prädisposition für MC 
darstellen 324. 
IL-26 ist ein neues IL-10 ähnliches Zytokin, das in Th1- und Th17-Zellen exprimiert wird. 
In einer Studie von Dambacher et al. (2009) konnte bei Patienten mit aktiver MC-
Erkrankung eine vermehrte Expression von IL-26 mRNA nachgewiesen werden, die 
wiederum mit IL-8 und IL-22 korrelierte. Zudem konnte durch IL-26 eine Regulation der 
Migration und proinflammatorischer Genexpression in IEC gezeigt werden 71. 
IL-31, das in Lymphozyten exprimiert wird, generiert seine Signaltransduktion über einen 
Rezeptorkomplex aus IL-31Rα und OSMR. In einer Studie von Dambacher et al. (2007) 
wurde eine signifikant erhöhte Expression von IL-31 in Biopsien von Patienten mit MC in 
entzündlichem Gewebe im Vergleich zu nicht-entzündlichem Gewebe dieser Patienten 
nachgewiesen und genauso eine erhöhte IL-31-Expression in entzündlich veränderten 
Biopsaten bei Patienten mit CU. Zudem konnte eine Aktivierung von ERK-1/2, Akt, 
STAT1 und STAT3 IL-31-vermittelt dargestellt werden, die zu einer gesteigerten 
Migration von IEC führte 70. 
TNFα wird von immunkompetenten Zellen wie Makrophagen, B-Zellen, T-Zellen und 
NK-Zellen produziert und spielt neben der akuten Entzündungsreaktion auch eine 
tragende Rolle bei der Ätiologie einiger Autoimmunerkrankungen wie der Rheumatoiden 
Arthritis, Psoriasis vulgaris und dem Systemischen Lupus erythematosus 9, 42, 178, 224, 321. 
Zu den Zielzellen gehören unter anderem Endothelzellen, hämatopoetische Zellen, 
Tumorzellen, Makrophagen und Neutrophile Granulozyten. Es fördert die Adhäsion und 
Migration von Leukozyten dadurch, dass es die Dichte an Adhäsionsmolekülen auf den 
Endothelzellen erhöht. Außerdem induziert TNFα die Phagozytose durch Makrophagen, 
supprimiert das Wachstum von Tumorzellen durch Induktion der Apoptose und fördert 
z. B. die Proliferation von B-Zellen. Es steht als Zytokin häufig am Beginn von 
Signalkaskaden und führt zur Synthese von weiteren an Inflammationsreaktionen 
beteiligten Zytokinen wie IL-6, IL-8 oder G(M)-CSF 62.  
Die Bedeutung von TNFα bei CED wurde erstmals zu Beginn der 1990er Jahre 
beschrieben. So zeigten Studien, in denen Serum-Konzentrationen von TNFα mittels 
ELISA bei Patienten mit aktiver CED im Vergleich zu gesunden Kontrollen gemessen 
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wurden, signifikant erhöhte Zytokin-Level in Abhängigkeit von der Krankheitsaktivität 
213, 247, 261, 291. Braegger et al. untersuchte 1992 in einer weiteren Studie die Konzentration 
von TNFα im Stuhl von Patienten mit CED und konnte zeigen, dass diese im aktiven 
Krankheitsstadium im Gegensatz zu Proben von gesunden Kontrollen signifikant erhöht 
war 30. Weitere Untersuchungen in Kolonbiopsien von CED-Patienten im Vergleich mit 
gesunden Kontrollen zeigten erhöhte mRNA-Konzentration von TNFα 11, 35, 212, 399. Eine 
Studie von Ahirwar et al. (2011) analysierte den Zusammenhang zwischen pro- bzw. 
antiinflammatorischen Zytokin-Gen-Polymorphismen und CED in Nordindien. Es konnte 
gezeigt werden, dass der Genotyp TNF-A(-863AA) mit einem erhöhten Risiko für 
chronisch entzündliche Darmerkrankungen assoziiert ist, was eine genetische 
Mitbeteiligung vermuten lässt 2. Wie bedeutend die Rolle von TNFα in chronisch 
entzündlichen Erkrankungen ist, zeigt auch die Tatsache, dass TNFα-Antikörper-
Therapien wie z. Β. Adalimumab, Etanercept und Infliximab erfolgreich bei chronisch 
entzündlichen Erkrankungen wie CED, Psoriasis vulgaris und Rheumatoider Arthritis 
eingesetzt werden 116, 166, 217. Im November 2010 erschien eine Studie von Wilson et al., 
die siRNAs, die gegen proinflammatorische Zytokine gerichtet sind, in einem 
Mausmodell mit Colitis ulcerosa mittels Nanopartikeln, welche oral verabreicht wurden, 
an den Ort der intestinalen Entzündung transportieren sollten, um dort die Gen-Expression 
zu unterdrücken. Die Nanopartikel mit gegen TNFα beladene siRNAs reduzierten die 
mRNA-Konzentrationen im Kolon und schützten die Mäuse vor CU 394. In diesem 
Zusammenhang laufen verschiedene Studien, um die Funktion proinflammatorischer 
Zytokine bei CED zu untersuchen, die mögliche neue Therapiestrategien eröffnen.  
 
 
1.4.3. Therapien chronisch entzündlicher Darmerkrankungen 
 
Um die optimale Therapie für den einzelnen Patienten zu erreichen, ist die individuelle 
Verlaufsform der Erkrankung, die Lokalisation und die Schwere der Krankheitsaktivität 
zu beachten. Einen wichtigen Schritt bei der Therapie der CED sollte u. a. auch eine 
Ernährungsberatung darstellen. Hierbei sollte bei bestehender Malabsorption u. a. eine 
Substitution fehlender Vitamine und Elektrolyte angestrebt werden und ein Ausschluss 
von Nahrungsmittelunverträglichkeiten erfolgen 141. Zudem sollte bei nachgewiesener 
Eisenmangelanämie eine Substitution von Eisen erfolgen 125, 181. 
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Medikamentös werden topisch (z. B. als Klysmen oder Schaumpräparate) wie auch 
systemisch Kortikosteroide angewandt, da diese antientzündlich und antiproliferativ 
wirken. Allerdings besitzen sie eine Reihe von Nebenwirkungen, wie z. B. Osteoporose, 
Katarakt, metabolisches Syndrom und erhöhte Risiken für das Auftreten von Infektionen 
oder kardiovaskulären Erkrankungen, die vor allem bei Langzeiteinnahme drohen 101.  
Als antiinflammatorisches Agens hat sich bei CU Mesalazin (5-ASA) bewährt.  
Des Weiteren werden zur Induktion einer Remission und deren Erhaltung 
Immunsuppressiva wie z. B. Azathioprin, sein Metabolit 6-Mercaptopurin, Ciclosporin A 
oder Methotrexat verabreicht 141.  
Als neuer Ansatzpunkt in der Therapie der CED sind biologische Therapien zu sehen. Zu 
diesen zählen u. a. T-Zell-Inhibitoren (z. B. CD40-Liganden, Anti-CD4-AK), Inhibitoren 
proinflammatorischer Zytokine (z. B. TNFα-Blocker), antiinflammatorische Zytokine 
(z. B. IL-10, IL-11), Inhibitoren proinflammatorischer Zytokin-Rezeptoren (z. B. Anti-IL-
6-R), Inhibitoren der Th1-Polarisierung und -Proliferation (z. B. Anti-IL12, Anti-IFNγ), 
Inhibitoren von Adhäsionsmolekülen (z. B. Natalizumab, Vedolizumab) und 
Wachstumshormone und -faktoren (z. B. TGF, EGF) 27. Besonders Anti-TNFα-
Antikörper-Therapien werden als Therapieregime bei schweren und therapieresistenten 
Fällen als vielversprechend angesehen. TNFα ist ein proinflammatorisches Zytokin, das 
eine bedeutende Rolle bei verschiedenen chronisch entzündlichen Erkrankungen wie z. B. 
Rheumatoider Arthritis, Psoriasis oder CED spielt. Mit diesem Wissen konnten 
neutralisierende Antikörper für TNFα entwickelt werden, die bereits in Therapien des 
rheumatischen Formenkreises eingesetzt werden, weiterhin in der Dermatologie und bei 
CED und deren extraintestinalen Manifestationen. Infliximab (Remicade®) ist ein 
chimärer monoklonaler IgG1-Antikörper gegen TNFα, der intravenös alle acht Wochen 
appliziert wird und für die Indikationen MC und CU bei Kindern und Erwachsenen seit 
vielen Jahren zugelassen ist. Es konnten in Studien sowohl positive Effekte auf die 
klinische Remission, wie auch bei der mukosalen Heilung gezeigt werden 217, 307. 
Adalimumab (Humira®) ist ein humaner IgG1-Antikörper gegen TNFα, der vom 
Patienten selbst subkutan appliziert werden kann. Dieser ist für die Anwendung bei MC 
und CU bei Erwachsenen und seit Mai 2016 auch für die Behandlung von Kindern ab 6 
Jahren zugelassen und wurde hier bereits erfolgreich eingesetzt 166, 292, 333. In den USA und 
der Schweiz ist außerdem ein weiterer humanisierter Anti-TNFα-Antikörper, 
Certolizumab (Cimzia®), zugelassen. Dieser wurde bereits erfolgreich für die Indikation 
MC eingesetzt 331. Ein weiterer monoklonaler Anti-TNFα-Antikörper, der für die 
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Indikation mittelschwere/schwere CU zugelassen ist, ist Golimumab (Simponi®) 81. 
Sandborn et al. (2014) zeigten in der PURSUIT-SC Studie bei Patienten, die naiv 
gegenüber Anti-TNFα-Antikörper-Therapien waren, und an einer moderaten bis schweren 
aktiven CU erkrankt waren, dass innerhalb von 6 Wochen mit Golimumab Remissionen 
erreicht und eine mukosale Wundheilung erzielt werden konnte 313. Ustekinumab 
(Stelara®), ein humaner monoklonaler Antikörper gegen Interleukin-12 und -23, wurde 
erfolgreich bei Patienten mit moderatem bis schwerem MC, die sich resistent gegenüber 
TNFα-Antikörper-Therapien zeigten, eingesetzt 311 und wurde im September 2016 für 
eine Marktzulassung von der EMA für diese Indikation empfohlen. Tocilizumab (Ro 
Actemra®) ist ein neuer humanisierter monoklonaler Antikörper gegen den IL-6-
Rezeptor, der bereits bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis 255 in Studien erfolgreich 
eingesetzt wurde.  
Daneben werden zu den biologischen Therapien auch selektive Antagonisten für 
Adhäsionsmoleküle gezählt. Natalizumab (Tysabri®), ein chimerischer rekombinanter 
humanisierter IgG4-Antikörper, inhibiert die α4-Untereinheit der Leukozyten-
adhäsionsmoleküle α4β7-Integrin und α4β1-Integrin, die bei der Adhäsion von 
Leukozyten an Endothelzellen eine Rolle spielen 272. Als schwere Nebenwirkung ist hier 
die progressive multifokale Enzephalopathie zu nennen, weshalb die Zulassung 
zurückgezogen wurde. Daneben ist Vedolizumab (Entyvio®) als weiterer Antagonist für 
Adhäsionsmoleküle zu nennen. Vedolizumab ist ein α4β7-Integrin-bindender IgG1 
humanisierter monoklonaler Antikörper, der die Leukozytenadhäsion durch Blockieren 
der Interaktion mit MAdCAM-1 und α4β7-Integrin unterdrückt. Während Natalizumab 
die Leukozytenadhäsion in verschiedenen Organsystemen unterdrückt, wirkt Vedolizumab 
speziell im Gastrointestinaltrakt und zeigt hier positive Effekte bei Patienten mit MC und 
CU 97, 128, 272. Die Zulassung für Vedolizumab erfolgte im Mai 2014 92. 
Daneben werden JAK-Inhibitoren eingesetzt, wie Tofacitinib (Xeljanz®), der JAK1, 
JAK2 und JAK3 inhibiert und so die Signaltransduktion und Funktion 
proinflammatorischer Zytokine unterdrückt. Dieser kann oral eingenommen werden und 
ist bereits bei Rheumatoider Arthritis, Psoriasis und der Prävention von Allograft-
Abstoßungen in Nutzung und für diese Indikationen in den USA zugelassen 272. Studien 
bei Patienten mit CED lassen bisher eine Wirkung auf das Eintreten der Remission bei 
CU, weniger bei MC, im Vergleich zu Placebo vermuten. Jedoch werden weitere Studien 
das Potenzial der JAK-Inhibitoren untersuchen müssen 312,314.  
Zudem wird aktiv an der Entwicklung neuer Antikörper-Strategien gearbeitet.  
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Aufgrund der möglichen Nebenwirkungen von Anti-TNFα-Antikörper-Therapien wie 
Infusionsreaktionen und schweren opportunistischen Infektionen oder der Reaktivierung 
einer latenten Tuberkulose 338 durch die Immunsuppression ist eine genaue 
Indikationsstellung notwendig und ein Ausschluss einer bestehenden Tbc-Infektion 
mittels Anamnese, Mendel-Mantoux-Test und Erstellung eines Röntgen-Thorax obligat 
166, 217, 338.  
In verschiedenen Studien wurde zudem untersucht, ob die Anwendung von TNFα-
Antikörper-Therapien mit einem erhöhten Risiko iatrogener Lymphome und anderer 
Tumoren einhergeht. Die U.S. Food and Drug Administration (FDA) untersuchte das 
Auftreten von pädiatrischen Malignomen unter Therapie mit Adalimumab, Etanercept und 
Infliximab. Es konnten bei Kindern und Adoleszenten in 48 Fällen Malignome unter 
Therapie nachgewiesen werden, davon über die Hälfte Lymphome, zudem Leukämien, 
Melanome und solide Tumoren. Davon standen 31 Patienten des gesamten Kollektives 
unter Therapie mit Infliximab, 15 unter Therapie mit Etanercept und zwei der Patienten 
wurden mit Adalimumab therapiert. Die Hälfte der Patienten erhielt die Therapie aufgrund 
einer CED, ein Drittel bei Juveniler idiopathischer Arthritis. Für Patienten unter Therapie 
mit Infliximab und Etanercept lag das Risiko für Malignomerkrankungen höher als das 
generelle Auftreten von Malignomen in diesen Altersgruppen 96. Für Adalimumab konnte 
dieses Risiko aufgrund der nur sehr geringen Anzahl der therapierten Patienten nicht 
kalkuliert werden. Jedoch wurden 88% dieser Patienten zusätzlich mit Azathioprin oder 
Methotrexat therapiert, sodass eine genaue Abschätzung des alleinigen Einflusses von 
Anti-TNFα-Antikörper-Therapien nicht getroffen werden kann 96. Eine Studie von 
Kandiel et al. (2005) für Patienten mit CED, die mit Azathioprin und 6-Mercaptopurin 
therapiert wurden, zeigte ein vierfach erhöhtes Risiko für eine Lymphomerkrankung 164. 
Wong et al. (2012) wies in einer Meta-Analyse randomisierter kontrollierter Studien bei 
Patienten mit Rheumatoider Arthritis unter Therapie mit Adalimumab, Etanercept oder 
Infliximab im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne TNFα-Antikörper-Therapie eine erhöhte 
Anzahl an Lymphomen, v. a. B-Zell-Lymphomen, nach, was eine iatrogene Ursache für 
das gesteigerte Risiko an Lymphomen zu erkranken vermuten ließ. Es konnte jedoch bei 
dem geringen Auftreten der Lymphome keine statistische Signifikanz errechnet werden 
397. Beigel et al. (2014) untersuchten das Auftreten von Malignomen in einer großen 
deutschen Kohorte mit CED, die entweder mit Thiopurinen und/oder mit Anti-TNFα-
Antikörper-Therapien behandelt wurden. Es zeigte sich ein erhöhtes Risiko für 
Malignome nach Therapie mit Thiopurinen, nicht jedoch nach Einsatz von Anti-TNFα-
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Antikörpern mit oder ohne Thiopurin-Therapie 19. Weitere Studien werden notwendig 
sein, um abschließend zu klären, ob Anti-TNFα-Antikörper-Therapien als Monotherapie 
oder aufgrund der Kombination mit Thiopurinen ein mögliches Risiko für die Entstehung 
von Lymphomen darstellen. Desweiteren scheint eine Primärinfektion mit Epstein-Barr-
Virus (EBV) bei bisher EBV-naiven Patienten eine Rolle bei der Entstehung von 
Lymphomen und der Hämophagozytischen Lymphohistiozytose (HLK) zu spielen. 
Verschiedene Fallberichte beschrieben das Auftreten der HLH unter 6-Mercaptopurin und 
Azathioprin bei jungen Patienten mit primärer EBV-Infektion 258, 380. Ein Fallbericht 
schildert ein primäres ZNS-Lymphom unter Therapie mit Azathioprin, bei dem im Liquor 
EBV-DNA mittels PCR nachgewiesen werden konnte 115. Daneben werden 
Nebenwirkungen wie Leberschäden, einhergehend mit erhöhten Transaminasen, 
Cholestase oder Hepatitis unter Anti-TNFα-Antikörper-Therapien oder Natalizumab 
beschrieben 23, 304. Zudem wurden bei Patienten mit CED psoriasiforme Hautläsionen 
unter Therapie mit Anti-TNFα-Antikörper-Therapien beobachtet 126. Eine Studie von 
Tillak et al. (2014) wies nach, dass psoriasiforme Hautläsionen bei Patienten mit CED 
durch Infiltration mit Th1-Zellen, die IFNγ sezernieren, und Th17-Zellen, die IL-17A/IL-
22 sezernieren, charakterisiert sind und konnten bei Patienten mit diesen Hautläsionen 
erfolgreich den Anti-IL-12/IL-23-Antikörper Ustekinumab anwenden 368.  
Bei Nonrespondern unter Anti-TNFα-Antikörper-Therapie kann entweder durch 
Eskalation der bestehenden Therapie mit Steigerung der verabreichten 
Medikamentendosis oder Verkürzung des Verabreichungsintervalles versucht werden eine 
suffiziente Wirkung zu erzielen; ggf. muss die Erweiterung der Therapie um Azathioprin 
oder ein Switching auf andere Präparate der Klasse der Anti-TNFα-Antikörper-Therapien 
oder andere Antikörpertherapien erfolgen 293.  
Daneben können auch chirurgische Interventionen, z. B. bei Auftreten von 
Komplikationen wie Perforationen, Fisteln, Blutungen oder einem Ileus, notwendig 
werden 141.  
Antibiotikatherapien spielen eine essentielle Rolle bei der Behandlung septischer 
Komplikationen wie z. B. perianaler Abszesse, Fisteln, Superinfektionen und 
postoperativer Wundinfektionen. Eine primäre oder adjuvante Anwendung bei aktivem 
MC oder CU wird kontrovers diskutiert 316.  
Individuell sollte außerdem beurteilt werden, ob eine psychologische Mitbetreuung der 
Patienten sinnvoll sein kann 62, 141. 
Eine Übersicht über die Therapien bei CED zeigt Abbildung 7 (sh. Seite 43). 
Einleitung  - 43 - 
 
 
 
 
Abb. 7: Therapien der CED. 
Zu den Therapien chronisch entzündlicher Darmerkrankungen werden u. a. Glucocorticoide, Thiopurine, 
Aminosalizylate, Methotrexat und Ciclosporin gezählt. Supportiv können Vitamine, Spurenelemente, Eisen 
bei Mangelanämie und ggf. Antibiotika bei Infektionen gegeben werden. Neue Therapiestrategien, die 
biotechnologisch hergestellt wurden und körpereigenen Proteinen ähneln, werden unter dem Begriff 
Biologicals zusammengefasst. Hierunter gehören u. a. Anti-TNFα-Antikörper-Therapien wie Infliximab 
oder Adalimumab, Antagonisten von Adhäsionsmolekülen wie Natalizumab oder JAK-Inhibitoren wie 
Tofacitinib. Ggf. sind auch chirurgische Interventionen notwendig. 
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1.5. Zielsetzung dieser Arbeit 
 
Das Hauptziel der vorgelegten Arbeit liegt in der Untersuchung des OSM/OSMR-
Zytokin-Ligand-Rezeptor-Systems und dessen Signaltransduktion, insbesondere in 
intestinalen Epithelzellen. Dies wurde bereits in verschiedenen Geweben und 
Organsystemen wie Knochen 11, 129, 248, Leber 200, Lunge 198, Muskulatur 12, 158, 264, 
Nervensystem 166, 225 sowie Tumorengeweben 2, 119, 254, 271 untersucht. Über die Rolle von 
OSM im Gatrointestinaltrakt und im Besonderen bei intestinaler Entzündung liegen zum 
Zeitpunkt der Erarbeitung des Themas nur wenige Erkenntnisse vor. Sanchez et al. (2003) 
konnten in einem Colitis-Mausmodell durch den Transfer von Adenoviren, die mit OSM 
versetzt waren mit 4% DSS eine intestinale Entzündung induzieren, während das im 
Modell mit Oxazolone nicht möglich war 310. Dies spricht sowohl für eine pro- als auch 
antiinflammatorische Bedeutung des Zytokins im Intestinum.  
 
Folgende Punkte werden in dieser Arbeit untersucht: 
 
1.)  Darstellung der Expression des OSM-Rezeptorkomplexes in verschiedenen 
intestinalen Epithelzelllinien als Grundvoraussetzung für nachfolgende 
Untersuchungen 
 
2.) Analyse der OSM-vermittelten Signaltransduktion in intestinalen Epithelzellen 
 
3.) Untersuchung der Wirkung von OSM auf proinflammatorische Zytokine und 
Matrixmetalloproteinasen 
 
4.) Prüfung OSM-vermittelter biologischer Funktionen wie Zellproliferation, -migration, 
und -apoptose 
 
5.) Untersuchung OSM-vermittelter Genregulation in intestinalen Epithelzellen 
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2. Material 
2.1. Chemikalien und Lösungen 
 
• β-Mercaptoethanol    Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
• Bradford-Reagenz    Bio-Rad, München 
• BSA (Bovine Serum Albumine)  Merck, Darmstadt 
• EDTA      Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
• EGTA      Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
• Eisessig     Merck, Darmstadt 
• Entwicklungspuffer    Invitrogen, Carlsbad, USA 
• Essigsäure     Merck, Darmstadt 
• Ethanol     Merck, Darmstadt 
• Ethidiumbromid    Sigma, Taufkirchen 
• FITC      Sigma, Taufkirchen 
• Flüssigstickstoff    Linde, München 
• Formaldehyd (37%)    Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
• HEPES     Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
• Isopropanol     Merck, Darmstadt 
• Magermilchpulver    Bio-Rad, München 
• Methanol     Merck, Darmstadt 
• Natriumfluorid    Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
• Natriumorthovanodat    Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
• NP-40      Roche, Mannheim 
• NuPage LDS- Probenpuffer (4x)  Invitrogen, Carlsbad, USA 
• NuPage MOPS- Laufpuffer (20x)  Invitrogen, Carlsbad, USA 
• NuPage Reduzierungsagens (10x)  Invitrogen, Carlsbad, USA 
• PD98059     Tocris Cookson, Bristol, UK 
• PMSF      Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
• Salzsäure     Merck, Darmstadt 
• SDS-Lösung (20%)    Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
• TRIS      Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
• Triton X-100     Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
• Trizol      Invitrogen, Karlsruhe 
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• Tween-20 (10%)    Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
• Trypanblau     Merck, Darmstadt 
• Wortmannin     Tocrits Cookson, Bristol, UK 
 
2.2. Kits und Reaktionssysteme 
 
• Caspase 3/7 Chemiluminescent   Promega, Madison, USA 
Assay       
• CellTiterGlo assay    Promega, Madison, USA 
• DAPI      Life Technologies, Darmstadt 
• DNA-free TM-Kit    Ambion, Huntington, UK 
• Human IL-6 ELISA    R&D Systems, UK 
• Human MMP-3 (total) ELISA  R&D Systems, UK 
• Human TIMP-1 ELISA   R&D Systems, UK 
• Human TNF-α ELISA   R&D Systems, UK 
• Oris Cell Migration Assembly Kit  Platypus Technologies 
• Quiagen RNeasy Kit    Quiagen, Hilden 
• RNeasy Mini Kit     Quiagen, Austin, USA 
• Roche Transcriptor First Strand cDNA  Roche, Mannheim 
synthesis Kit       
• Super Signal West Pico    Pierce, Rockford, USA 
Chemiluminescent Substrate 
• SYBR Green PCR Master Mix  Roche, Mannheim 
• WST1 (Water-soluble tetrazolium) Assay Roche, Mannheim 
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2.3. Verbrauchsmaterialien 
 
• Deckgläser      Nunc, Wiesbaden 
• Einfrierröhrchen Nunc (2,5ml)  Roskilde, Dänemark 
• Einmalglaspipetten    BD- Biosciences, San Jose, USA 
• Einmalküvetten    Sarstedt, Nümbrecht 
• Falcon- Röhrchen (5, 10, 25, 50 ml)  Becton Dickinson, Heidelberg 
• Kanülen (Gr. 18, 20)    Braun, Melsungen 
• Objektträger     Menzel, Braunschweig 
• Pipettenspitzen    Eppendorf, Hamburg 
• Reaktionsgefäße (0,2; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0) Sarstedt, Nümbrecht 
• Reaktionsgefäße RNAse-frei   Ambion, Austin, USA 
• Spritzen Discardit II (5, 10ml)  Becton, Dickinson, Heidelberg 
• Zellkulturschalen, Falcon (3,6,10 cm) BD- Biosciences, San Jose, USA 
• Zellkultur-Wellplatten (6,24 well)  BD- Biosciences, San Jose, USA 
• Zellschaber     BD- Biosciences, San Jose, USA 
 
2.4. Material für zellbiologische Experimente 
2.4.1. Zelllinien 
 
Zelllinie Organismus Spezifität Medium Bezugsquelle 
Caco-2 Homo sapiens Kolorektales 
Adenokarzinom 
DMEM mit 
Zusatz von 10% 
FCS + 1% P/S 
ATTC, 
Rockville, MD, 
USA 
DLD1 Homo sapiens Kolorektales 
Adenokarzinom 
DMEM mit 
Zusatz von 10% 
FCS + 1% P/S 
ATTC, 
Rockville, MD, 
USA 
HCT116 Homo sapiens Kolorektales 
Adenokarzinom 
DMEM mit 
Zusatz von 10% 
FCS + 1% P/S 
ATTC, 
Rockville, MD, 
USA 
HT-29 Homo sapiens Kolorektales 
Karzinom 
DMEM mit 
Zusatz von 10% 
FCS + 1% P/S 
ATTC, 
Rockville, MD, 
USA 
SW480 Homo sapiens Kolorektales 
Adenokarzinom 
DMEM mit 
Zusatz von 10% 
FCS + 1% P/S 
ATTC, 
Rockville, MD, 
USA 
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T-84 Homo sapiens Lungenmetastase 
kolorektales 
Karzinom 
DMEM mit 
Zusatz von 10% 
FCS + 1% P/S 
ATTC, 
Rockville, MD, 
USA 
 
Tab. 3: Übersicht über die verwendeten Zelllinien (ATCC= American Type Culture Collection). 
Alle Zelllinien wachsen adhärent. 
 
2.4.2. Zellkulturmedien und -zusätze 
 
• DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium mit   GIBCO, Karlsruhe 
1000 mg/l Glucose, L-Glutamin und Pyruvat) 
• DMSO       Merck, Darmstadt 
• FCS „Gold“        PAA, Pasching, Österreich 
• Dulbecco´s PBS + CaCl2 + MgCl2    GIBCO, Karlsruhe 
• 100-faches P/S (10000 U/ml Penicillin und    GIBCO, Karlsruhe 
10000 μg/ml Streptomycin)   
• Trypanblau       Merck, Darmstadt 
• Trypsin-EDTA      GIBCO, Karlsruhe  
 
2.5. Material für molekularbiologische Experimente 
2.5.1. PCR-Material und PCR-Kits 
 
• 100 bp Ladder      Invitrogen, Karlsruhe 
• DNA-free TM-Kit      Ambion, Huntington, UK 
• Ladepuffer       Invitrogen, Karlsruhe  
• Nuklease-freies Wasser     Promega, Madison, U.S.A. 
• Quiagen RNeasy Kit      Quiagen, Hilden 
• Roche Transcriptor First Strand cDNA synthesis Kit Roche, Mannheim 
• SYBR Green PCR Master Mix    Roche, Mannheim 
• Lipofectamine 2000      Ambion/Life Technologies,  
Darmstadt 
• siRNA-Kontrolle      Ambion/Life Technologies, 
Darmstadt 
• STAT3-siRNA      Ambion/Life Technologies,  
Darmstadt 
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2.5.2. PCR-Primer 
 
gp130 forward     5’-TCAACTTGGAGCCAGATTCC-3’  MWG, Ebersberg 
gp130 reverse      5’-CCCACTTGCTTCTTCACTCC-3’  MWG, Ebersberg 
LIFR forward      5’-ATGGGAAGACATTCCTGTGG-3’  MWG, Ebersberg 
LIFR reverse      5’-CGCAAGACCAGGTGGTAACT-3’  MWG, Ebersberg 
OSMR-beta forward     5’-GGAATGTGCCACACACTTTG-3’  MWG, Ebersberg 
OSMR-beta reverse     5’-ACATTGGTGCCTTCTTCCAC-3’  MWG, Ebersberg 
GAPDH forward     5'-CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT-3' MWG, Ebersberg 
GAPDH reverse     5'-AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC-3' MWG, Ebersberg 
β-aktin forward     5’-CCTCGCCTTTGCCGATCCGC-3’  MWG, Ebersberg 
β-aktin reverse     5’-CCACCATCACGCCCTGGTGC-3’  MWG, Ebersberg 
 
2.6 Material für proteinbiochemische Experimente 
2.6.1. Herstellung von Lysispuffer für die Proteinisolation 
 
• 1% NP-40 
• 20 mM Tris HCl mit pH= 7,4 
• 150 mM NaCl 
• 2 mM EDTA 
• 2 mM EGTA 
• 2 mM PMSF 
• 40 mM Na3V0 
• 4 mM NaF 
• Complete Proteinase Inhibitor Cocktail -Tablette 
 
2.6.2. Durchführung der Gel-Elektrophorese 
 
• BioMax MR Film       Kodak, Rochester, USA 
• Blotting Grade Blocker Non Fat Dry Milk   BioRad, München 
• Größenmarker Multi Mark oder High Mark   Invitrogen, Karlsruhe 
• Kodak BioMax Filmkassette     Kodak, Rochester, USA 
• Ladepuffer NuPage LDS Sample Buffer 4X  Invitrogen, Karlsruhe 
• 20X Laufpuffer MOPS     Invitrogen, Karlsruhe 
Material  - 50 - 
 
• NuPage Novex Bis-Tris-Gel 4-12%    Invitrogen, Karlsruhe 
• PVDF-Membran Immobilon-P    Millipore, Eschborn 
• Sponge PAD       Invitrogen, Karlsruhe 
• Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate Pierce, Rockford, USA 
• 20X Transferpuffer      Invitrogen, Karlsruhe 
• Western-Blot-Kammer Novex    Invitrogen, Karlsruhe 
 
• 1x TBS-Puffer mit pH= 7,5:  
 50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl in H20bidest 
• TBS-T-Waschpuffer:       
0,1% Tween-20 in 1x TBS-Puffer 
• Blocking-Puffer: 
 5% Magermilchpulver in TBS-T 
• Stripping-Puffer:        
83 mM Tris-HCl mit pH = 7,5; 2% SDS, 0,7% Beta- Mercaptoethanol in H20bidest 
 
 
2.7. Material für Microarray-Untersuchungen 
 
• Acetonitril       Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
• Agilent Whole Human Genome Oligo   Agilent Technologies, Santa Clara, 
Microarray      CA, USA 
• Gene Expression Hybridization Kit    Agilent Technologies, Santa Clara, 
CA, USA 
• Gene Expression Wash Buffers    Agilent Technologies, Santa Clara, 
CA, USA 
• One-Color RNA Spike-In Mix    Agilent Technologies, Santa Clara, 
CA, USA 
• Quick-Amp Labeling Kit One-Color   Agilent Technologies, Santa Clara, 
CA, USA 
• RNA 6000 Nano Lab Chip Kits    Agilent Technologies, Santa Clara, 
CA, USA 
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     2.8. Antikörper 
Antikörper Organismus Gewicht (kD) Bezugsort 
p-ERK-1/2 Kaninchen 44 Cell Signalling 
Technology®, Beverly, 
MA, USA 
 
ERK-1/2 Kaninchen 42 Cell Signalling 
Technology®, Beverly, 
MA, USA 
 
p-Akt Kaninchen 60 Cell Signalling 
Technology®, Beverly, 
MA, USA 
 
Akt  Kaninchen 60 Cell Signalling 
Technology®, Beverly, 
MA, USA 
p-p38 Kaninchen 43 Cell Signalling 
Technology®, Beverly, 
MA, USA 
 
p38 Kaninchen 43 Cell Signalling 
Technology®, Beverly, 
MA, USA 
 
p-SAPK/JNK Kaninchen 46, 54 Cell Signalling 
Technology®, Beverly, 
MA, USA 
 
SAPK/JNK Kaninchen 46, 54 Cell Signalling 
Technology®, Beverly, 
MA, USA 
 
p-STAT1 Maus 84, 91 
 
BD Biosciences®, 
Franklin Lakes, NY, 
USA 
 
STAT1 Kaninchen 84, 91 Santa Cruz 
Biotechnology®, Santa 
Cruz, CA, USA 
 
p-STAT3 Kaninchen 79, 86 Upstate Biotechnology®, 
Lake Placid, NY, USA 
 
STAT3 Kaninchen 92 Santa Cruz 
Biotechnology®, Santa 
Cruz, CA, USA 
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Antikörper Organismus Gewicht (kD) Bezugsquelle 
OSM Mensch 22 Santa Cruz 
Biochtechnology®, Santa 
Cruz, CA, USA 
 
OSMR- β Ziege 185 Santa Cruz 
Biochtechnology®, Santa 
Cruz, CA, USA 
 
LIFR Maus 190 Santa Cruz 
Biotechnology®, Santa 
Cruz, CA, USA 
 
gp- 130 Maus 130 Santa Cruz 
Biotechnology®, Santa 
Cruz, CA, USA 
 
HRP- konjugiert 
Rabbit-IgG 
Kaninchen  Rockford®, IL, USA 
HRP-konjugiert 
Mouse-IgG 
Maus  Rockford®, IL, USA 
HRP-linked  
anti-rabbit 
Kaninchen  Amersham®, Arlington 
Height, IL, USA 
Alexa-Flour488-
konjugiert 
  Ambion/Life®, 
Darmstadt 
Alexa-Flour546-
konjugiert 
  Ambion/Life®, 
Darmstadt 
 
Tab. 4: Übersicht über die verwendeten Antikörper. 
 
2.9. Geräte und Software 
2.9.1. Geräte 
 
• Agfa Curix 60 Entwicklermaschine   Agfa, Köln 
• Agilent DNA Microarray Scanner   Agilent Technologies, Santa Clara 
CA, USA 
• Autoklav      Hirayama, Tokyo, Japan 
• 2100 Bioanalyzer      Agilent Technologies, Santa Clara, 
CA, USA 
• DNA-Sequenzierungs-System ABI    Perkin-Elmer, Boston USA 
Prism 3100       
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• Elektrophoresegeräte Power Pac   Bio-Rad, München 
• ELISA- Lesegerät     Tecan, Crailsheim 
• Feinwaage PL 200     Mettler-Toledo, Gießen 
• Flüssigstickstoffbehälter    Kryoson, Schöllkrippen 
• Gelelektrophoresekammer    Bio-Rad, München 
• Glashomogenisator     Sarstedt, Nümbrecht 
• Light Cycler480     Roche, Mannheim 
• Mikroskop      Olympus, IX 50, Hamburg 
• NanoDrop ND-1000 Spektrophotometer  Peqlab, Erlangen  
• Neubauer-Zählkammer    Brand, Wertheim 
• Pipetten (Gr. 10, 20, 100, 200, 1000)  Eppendorf, Hamburg 
• PH-Metergerät pH 530    WTW, Weilheim 
• Photometergerät Ultrospec III   Pharmacia, Uppsala, Schweden 
• Schüttelinkubator     Precision Scientific, USA 
• Sterilbank      Heraeus, München 
• Sterilkult-Inkubator     Heraeus, München 
• Tischzentrifuge Rotanta 63 R   Hettich, Tuttlingen 
• Ultrazentrifuge     Hettich, Tuttlingen 
• Vortex Schüttler     Scientific Industries, USA 
• Wasserbad GFL 1083    Bachhofer, Reutlingen  
• Zeiss LSM 510 confocal Mikroskop   Zeiss, Jena 
 
2.9.2. Software 
 
• Axio Vision 4.6     Zeiss, Jena 
• Feature Extraction 10.5.1 Software    Agilent Technologies, Santa Clara, 
CA, USA 
• Gene Expression Data analysis tool der Panther database (www.pantherdb.org) 
• GeneSpring GX 11.0.1 analysis software   Agilent Technologies, Santa Clara, 
CA, USA 
• Magellan Version 3.11     Tecan, Crailsheim 
• Scan Control 8.4.1 Software     Agilent Technologies, Santa Clara,  
CA, USA 
• Spotfire Decision Site 9.1.1    TIBCO, Goeteborg, Schweden 
 
Methoden  - 54 - 
 
3. Methoden 
3.1. Zellbiologische Methoden 
3.1.1 Kultivierung der Zellen 
 
Die bei -80° C im Gefrierschrank gelagerten Zellen wurden zügig im 37°C warmen 
Wasserbad aufgetaut und in jeweils 10 ml vorgewärmtes Medium (DMSO mit 10% FCS 
und 1% P/S) aufgenommen. Anschließend fand bei Raumtemperatur eine fünfminütige 
Zentrifugation der Zellmediumssuspension bei 1200 rpm statt. Während der 
Mediumsüberstand mit einer Glaspipette abgesaugt und verworfen wurde, wurde das 
Zellsediment in 1,0 ml vorgewärmtes Medium aufgenommen. Durch mehrmaliges Auf- 
und Abpipettieren erfolgte ein Lösen des Zellsedimentes, und die Zellen wurden in 10 ml 
Zellkulturmedium aufgenommen und in der gewünschten Dichte auf sterile 
Zellkulturplatten ausgesät. Die Zellen wurden dann im 37°C temperierten Brutschrank, 
der mit Wasserdampf gesättigter Raumluft und 5% CO2 angereichert war, verwahrt. Jeden 
zweiten bis dritten Tag wurde ein Wechsel des Mediums vorgenommen. Bei 70%-bis 
80%iger Konfluenz der Zellen erfolgte ein Splitting, indem das Medium mittels 
Einmalpipette von der Agarplatte entfernt, und im Anschluss daran mit 10 ml PBS die im 
Medium vorhandenen Trypsininhibitoren entfernt wurden, um daraufhin 1,5 bis 2,0 ml 
Trypsin als Lösemittel zuzugeben. Nach Inkubation im Brutschrank für zwei bis fünf 
Minuten konnten die Zellen durch Beklopfen der Zellkulturplatte gelöst werden. Dann 
wurden sie in 10 ml frischem Medium aufgenommen und zehnmal auf- und abpippetiert, 
um ein einzelnes Vorliegen zu erreichen. Daraufhin erfolgte in den gewünschten Dichten 
die Aussaat auf neue sterile Zellkulturplatten und die Überprüfung der gleichmäßigen 
Verteilung der Zellen unter dem Mikroskop. 
 
3.1.2. Bestimmung der Zellzahl 
 
Um die Anzahl der Zellen in einer Zellmediumssuspension zu bestimmen, wurden 50 µl 
der Suspension und 50 µl Trypanblau in eine Neubauer-Zählkammer gegeben. 
Anschließend wurden die vitalen Zellen, die sich dadurch auszeichneten, dass eine 
Blaufärbung ausblieb, in den vier Großquadranten der Kammer unter dem Mikroskop 
gezählt. Zur Bestimmung der Zellzahl pro ml wurde der Mittelwert der gezählten Zellen 
pro Quadrant erhoben und mit dem Verdünnungsfaktor 2 und dem Zählkammerfaktor 104 
multipliziert. 
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3.1.3. Stimulation der Zellen 
 
Wenn die Zellen eine 70%- bis 80%ige Konfluenz erreicht hatten, wurde das Medium 
abgesaugt und durch serumfreies Medium bzw. Medium mit 1% FCS ersetzt. Die 
Petrischalen wurden dann über Nacht im Brutschrank bei 37°C verwahrt. Die Stimulation 
der Zellen erfolgte nach 12 bis 16 Stunden mit dem gewünschten Zytokin in 
verschiedenen Konzentrationen, Zeitintervallen und zusätzlich mittels einer 
Positivkontrolle. Zum Zeitpunkt 0 wurde jeweils eine Negativkontrolle gewonnen. 
 
3.1.4. Einfrieren von Zellen 
 
Um die Zellen einzufrieren, wurde das Medium mit einer Einmalglaspipette abgesaugt 
und die Zellkulturplatte dreimalig mit je 10 ml PBS gewaschen. Dann wurden die Zellen 
mit 1-2 ml Trypsin abgelöst und in frisches Medium aufgenommen. Nach einer 
Zentrifugation für fünf Minuten bei 1200 rpm und 15°C wurde der Überstand abgesaugt 
und das Pellet in kaltem Einfriermedium (20% DMSO, 80% FCS) resuspensiert. 
Anschließend wurde diese Suspension auf Gefrierröhrchen zu je 1 ml aufgeteilt und bei  
-80°C schockgefroren. 
 
3.1.5. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
 
Um die Freisetzung von IL-6, TNFα, TIMP-1 und MMP-3 zu quantifizieren, wurden die 
Zellen auf großen Zellkulturplatten mit je 6 cm Durchmesser bis zu einer Konfluenz von 
70%- 80% bebrütet. Nach 12 Stunden Inkubation mit serumfreiem Medium wurden dann 
je 100 μl entnommen, die als Nullwert dienten. Anschließend erfolgte die Stimulation mit 
dem gewünschten Zytokin wie oben beschrieben. Zu den gewünschten Zeitpunkten 
wurden je 100 μl Medium entnommen und bei -20°C im Gefrierschrank bis zur Messung 
verwahrt. Für die Messung wurden Verdünnungsreihen von IL-6, TNFα, TIMP-1 und 
MMP-3 hergestellt, um diese mit den Proben zu vergleichen. Dann brachte man alle 
Reagenzien auf Raumtemperatur. Für die Experimente wurde erst je 50 bzw. 100 μl 
ELISA-Verdünnungslösung auf vorher mit immobilisierten Antikörpern beschichtete 96-
Loch-Platten gegeben, die den in den Kits enthaltenen Protokollen entsprachen. Nach dem 
Zufügen von je 50 bis 200 μl der Proben pro Loch wurden diese zwei Stunden bei 
Raumtemperatur auf dem horizontalen Schüttler inkubiert, damit das im Medium 
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befindliche IL-6, TNFα, MMP-3 bzw. TIMP-1 von den Antikörpern gebunden werden 
konnte. Im Anschluss daran wurden die Wells viermal mit je 400 μl Waschpuffer 
gewaschen, danach je 200 μl fertig gemischte Detektierlösung zugegeben und hiermit bis 
zu zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Wiederholung des Waschschrittes 
wurden je 200 μl Substratlösung zugefügt und nach 20 Minuten Inkubation im 
abgedunkelten Raum je 50 μl Stopplösung pro Loch zugegeben, was zu einem 
Farbumschlag führte. Anschließend konnten die Proben mit dem ELISA-Lesegerät bei 
einer Wellenlänge von 450 nm ausgelesen werden. Die Experimente wurden mit den 
Reaktionskits Human IL-6 ELISA, Human MMP3 (total) ELISA, Human TIMP-1 ELISA 
und Human TNF-α ELISA von R&D-Systems durchgeführt. 
 
3.2. Molekularbiologische Experimente 
3.2.1. Isolation der RNA 
 
Die RNA-Isolation erfolgte mittels Quiagen RNeasy Kit (Hilden, Germany). Nach 
Absaugen des Zellkulturmediums wurden die Zellen mit 4°C kaltem PBS gereinigt und 
anschließend 1-2 ml Trizol auf die Petrischalen gegeben, sodass diese mittels eines 
Zellschabers vom Boden gelöst werden konnten. Nach Umpipettieren in ein steriles 
Eppendorfgefäß wurde die Zellsuspension mit einer 21 G Nadel sechsfach auf- und 
abgesaugt. Nach fünf Minuten Inkubation bei RT wurden 200 μl Chloroform pro 1 ml 
Trizol zugegeben und für 15 Sekunden mit der Hand geschüttelt. Anschließend erfolgte 
eine Zentrifugation bei 12000 g bei 4°C für 15 Minuten. Der dabei entstandene wässrige 
Überstand, der der RNA entsprach, wurde in ein neues steriles 1,5 ml Eppendorf-Gefäß 
überführt. Nach Zugabe von 500 μl Isopropanol pro 1 ml Trizol wurde die Lösung 
gemischt und für zehn Minuten bei RT inkubiert. Nach einer erneuten Zentrifugation bei 
12000 g für eine Minute bei 4°C, um die RNA zu fällen, wurde das Pellet zweimal mit je 
1 ml 75%iger EtOH pro 1 ml Trizol gewaschen. Es folgte ein erneuter 
Zentrifugationsschritt bei 4°C für fünf Minuten bei 7500 g, dann wurde die RNA kurz 
luftgetrocknet und in 30-50 μl nuklease-freies Wasser aufgenommen. Anschließend wurde 
sie bei 55-60°C für zehn Minuten inkubiert. Danach konnte die photometrische Messung 
erfolgen. Eine Lagerung der RNA wurde bei -80°C durchgeführt. 
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3.2.2. Photometrische Messung der RNA 
 
Die Messungen erfolgten mittels NanoDrop ND-1000 Spektralphotometer durch Messung 
der Absorption bei 260 nm. 
 
3.2.3. Behandlung des RNA-Isolates mit DNase 
 
Um DNA-Kontaminationen zu entfernen wurde die RNA-Lösung mit 0.1 
Volumenanteilen eines 10X DNase-Puffers und 1-2 μl (2U/ul) Turbo-DNase versetzt. 
Nachdem eine 30-minütige Inkubation bei 37°C erfolgt war, wuden erneut 1-2 μl Turbo-
DNase zugegeben und bei 37°C für weitere 30 Minuten inkubiert. Anschließend wurden 
0,1 Volumenanteile an DNase-Inaktivierungsreagenz zugesetzt und per Hand gemischt. 
Nach kurzer Inkubationszeit bei RT erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei 10000 g für 
eineinhalb Minuten und der entstandene Überstand wurde in ein neues Eppendorfgefäß 
überführt. 
 
3.2.4. Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR) 
 
Zur Herstellung von cDNA wurde das Roche Transcriptor First Strand cDNA synthesis 
Kit (Roche, Mannheim) verwendet. Nach folgendem Reaktionsansatz wurde ein 
Gesamtvolumen von initial 13 μl hergestellt: 
1-3 μl  RNA       (Endkonzentration 1μg) 
1 μl Oligo-p(dT)18Primer    (Endkonzentration 2,5 μM) 
  Oder 2 μl Sequenz-Spez.Primer  (Endkonzentration 0,5-2,5 μM) 
  Oder 2 μl Random Hexamer Primer  (Endkonzentration 60 μM) 
Ad 13 μl Gesamtvolumen mit sterilem Wasser. 
Daraufhin erfolgte eine Denaturierung bei 65°C für zehn Minuten und eine anschließende 
Kühlung der Reagenz auf Eis. Im Anschluss wurden folgende Komponenten nach 
Protokoll zugefügt: 
4 μl Transcriptor Reverse Transkriptase   (Endkonzentration 1x, 8mM  
Reaktionspuffer 5X  MgCl2 ) 
0,5 μl Protector RNase-Inhibitor   (Endkonzentration 20 U) 
2 μl Deoxynucleotide Mix    (Endkonzentration 1mM) 
0,5 μl Transcriptor Reverse Transkriptase  (Endkonzentration 10 U) 
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Das Gemisch wurde kurz zentrifugiert, sodass sich die Probe am Grund des 
Reaktionsgefäßes absetzte. Abhängig vom verwendeten Primer folgte ein weiterer 
Inkubationsschritt. Zur Inaktivierung der Transcriptor-Reversen-Transkriptase wurde 
anschließend eine Erhitzung auf 85°C für eine Dauer von fünf Minuten durchgeführt, 
dann die Reaktion auf Eis gestoppt. Die Lagerung der Proben erfolgte bei -20°C.  
 
3.2.5. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 
Für die Polymerase-Kettenreaktion wurde in einem sterilen Reaktionsgefäß folgender 
Reaktionsansatz genommen: 
2 μl cDNA 
4 μl Reaktionspuffer 5x    (Endkonzentration 1x) 
6,25 μl 8 mM MgCl2    (Endkonzentration 2,5mM) 
2 μl dNTP 10mM     (Endkonzentration 1mM) 
0,2 μl Taq/Polymerase 
Je 0,4 μM Primer 
Ad 20 μl Gesamtvolumen incl. sterilem Wasser.  
Anschließend erfolgten nach kurzer Zentrifugation nachfolgende Reaktionsschritte: 
1.)  für 1 min Denaturierung bei 95°C   
2.)  für 45 sec Denaturierung bei 95°C 
3.)  für 45 sec Primeranlagerung bei variabler Temperatur je nach Primer 
4.) für 45 sec Elongation bei 72C 
5.) für 5 min Elongation bei 72° C 
6.) für beliebige Zeit Kühlung bei 15°C 
Die Schritte 2-4 wurden über 35-40 Zyklen hinweg wiederholt. 
 
3.2.6. Quantitative PCR (qPCR) oder Real-Time-PCR 
 
Die Quantitiative PCR erfolgte mittels Quanti Tect SYBR Green PCR Master Mix (Roche, 
Mannheim). Dazu wurde auf Eis mit folgendem Reaktionsansatz gearbeitet: 
8 μl  cDNA (in 1:20-Verdünnung) 
10 μl  2 x Quanti Tect Mix 
Je 0,3 μl 20 μM Primer (Endkonzentration 0,3 μM) 
und Nuklease-freies Wasser, um ein Endvolumen von 20 μl zu erreichen. 
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Die Vermehrung der cDNA erfolgte je nach Primer nach beispielhaftem Programm: 
1.) für 15 min Denaturierung bei 95°C  
2.) für 30 sec Denaturierung bei 95°C  
3.)  für 30 sec Anlagerung der Primer bei unterschiedlicher Temperatur je nach Primer 
4.) für 30 sec Elongation bei 72°C 
Die Schritte 2-4 wurden bis zu 40-Zyklen lang wiederholt. Die Expression von β-Aktin 
wurde zur Normalisierung der Genexpression verwendet. Die Durchführung erfolgte an 
einem LightCycler480 (Roche, Mannheim). 
 
Gen Primer-Kombination 
gp-130 forward 5’-TCAACTTGGAGCCAGATTCC-3’ 
gp-130 reverse 5’-CCCACTTGCTTCTTCACTCC-3’ 
LIFR forward 5’-ATGGGAAGACATTCCTGTGG-3’ 
LIFR reverse 5’-CGCAAGACCAGGTGGTAACT-3’ 
OSMRβ forward 5’-GGAATGTGCCACACACTTTG-3’ 
OSMRβ reverse 5’-ACATTGGTGCCTTCTTCCAC-3’ 
GAPDH forward 5'-CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT-3' 
GAPDH reverse 5'-AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC-3' 
β-Aktin forward 5’-CCTCGCCTTTGCCGATCCGC-3’ 
β-Aktin reverse 5’-CCACCATCACGCCCTGGTGC-3’ 
 
Tab. 5: Darstellung der für die Durchführung der RT-PCR und q-PCR verwendeten Primer. 
 
 
3.2.7. Agarose-Gelelektrophorese und Densitometrie 
 
Die Analyse der PCR-Produktgröße und PCR-Quantität erfolgte mittels Agarose-
Gelelektrophorese. Dazu wurden 10 μl Proben mit 1 μl 10X Ladepuffer in 2% Agarosegel 
gegeben und bei einer Spannung von 10 V pro cm Gellänge in der Elektrophoresekammer 
aufgetrennt. Zur Größenkontrolle lief ein Marker mit. Bei der Auswertung wurde jeweils 
eine Normalisierung auf die GADPH- oder β-Aktin-Expression durchgeführt. 
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3.2.8. Sequenzierung 
 
Nach Reinigung der Fragmente erfolgte die Sequenzierungsreaktion durch Zugabe eines 
Stopnukleotides, das mittels eines Fluoreszenzfarbstoffes markiert war, wodurch 
fluoreszenzmarkierte Sequenzfragmente entstanden, die anschließend der Größe nach in 
einem Polyacrylamidgel aufgetrennt wurden. Die Darstellung erfolgte nach Anregung der 
Fluoreszenz durch einen Laser, die Auslesung erfolgte mit der Software ABI Prism 
version 3.4.5. 
 
3.2.9. siRNA-Transfektion 
 
Die Transfektion der HCT116-Zellen mit siRNA erfolgte mittels Lipofectamine 2000 
(Ambion) und spezifischen siRNA gegen STAT3 oder unspezifischen Kontroll siRNA 
(Ambion) nach Anweisungen des Herstellers. 
 
3.3. Proteinbiochemische Methoden 
3.3.1. Isolation der Proteine 
 
Nach erfolgter Stimulation wurden die Zellen geerntet, indem das Medium entfernt und 
die Petrischalen jeweils dreimalig mit 4°C kaltem PBS gewaschen wurden. Anschließend 
erfolgte das Schockgefrieren der Zellen auf den Agarplatten mit flüssigem Stickstoff, 
danach die Lagerung auf Eis. Nachdem mittig jeweils 2 μl PMSF-Lösung sowie 200 bis 
400 μl NP-40-Lysispuffer zugegeben wurden, konnten die Zellen mithilfe des 
Zellschabers vom Boden abgelöst und in sterile Eppendorfgefäße überführt werden. Nach 
sechsmaligem Auf- und Absaugen durch eine 21 G Nadel wurden die Zellsuspensionen 
für 20 Minuten auf Eis gelagert. Als nächstes erfolgte eine zehnminütige Zentrifugation 
bei 10.000 rpm bei 4°C und der die Proteine enthaltende Überstand wurde in sterile 
Reaktionsgefäße pipettiert. Die Lagerung bis zur Proteinmessung erfolgte bei -20°C. 
 
3.3.2. Messung der Proteinkonzentrationen 
 
Die Proteinkonzentrationsmessung erfolgte mittels Bradford-Reagenz. Dazu wurden 
Standardkurven mithilfe von Bovine Serum Albumine in verschiedenen Konzentrationen 
(0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 μl) und bekannter Proteinkonzentrationen erstellt. Zur Messung der 
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unbekannten Proben wurden je 2 μl der Proteinprobe mit 1 ml Bradford-Lösung (1:5 in 
H20bidest) versetzt, kurz bei Raumtemperatur inkubiert und mittels Photometer die 
Konzentration der jeweiligen Probe bestimmt. Das Prinzip des Bradford-Assays besteht 
darin, dass der enthaltene Farbstoff Commassie Brilliant Blue G-250 verschiedene 
Absorptionsmaxima zeigt, abhängig davon, ob er an Protein gebunden ist oder nicht. 
Proteingebunden liegt dies bei 595 nm, nicht-proteingebunden bei 470 nm. Die Messung 
erfolgte für jede Probe zweifach, um mit dem Mittelwert die für die Gelelektrophorese 
notwendige Proteinmenge zu berechnen. 
 
 
3.3.3. Durchführung des Western-Blots 
3.3.3.1. Auftrennung mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
 
Zur Auftrennung der Proteine wurden diese in definierten Konzentrationen mit 4X LDS- 
Lade-Puffer versetzt und für zehn Minuten bei 72°C denaturiert. Die Proben wurden dann 
in die vertikalen Taschen von 4%-12% Bis-Tris-Gelen (Invitrogen) in die Western-Blot-
Kammern pipettiert und diese mit 1X MOPS-Running-Puffer aufgefüllt. An die 
Gelkammern wurde für eine Stunde eine konstante Ladung von 200 V angelegt. Zur 
Kontrolle der Bandenwanderung ließ man einen Größenmarker (Multi-Mark oder High-
Mark) mitlaufen. 
 
3.3.3.2. Transfer der Proteine 
 
Anschließend erfolgte die Übertragung der Proteine auf eine PVDF-Membran, indem 
diese für eine Minute in Methanol getränkt und als Sandwich mit dem proteinbeladenen 
Polyacrylamidgel und Filterpapier in eine mit Transferpuffer gefüllte Westernblot-
Kammer gegeben wurde. Durch das Anlegen einer konstanten Spannung von 30 V über 
zwei Stunden wanderten die Proteine aus dem Gel auf die Membran. Nach einem 
Waschschritt mit 1X TBS-T wurde die PVDF-Membran für eine Stunde bei 
Raumtemperatur auf dem Orbital-Shaker mit 10 ml Blockierpuffer behandelt, um freie 
unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. 
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3.3.3.3. Detektionsschritt 
 
Nach drei weiteren jeweils fünfminütigen Waschschritten mit TBS-T konnte die Membran 
bei 4°C über Nacht unter gleichmäßigem Rotieren mit dem primären Antikörper (1:1000 
in 5% BSA) inkubiert werden. Am darauffolgenden Tag wurde der Antikörper entfernt 
und die Membran erneut dreimal für fünf Minuten mit TBS-T-Waschpuffer behandelt. 
Anschließend erfolgte die Detektion mithilfe des sekundären Antikörpers (Anti-rabbit-Ig, 
Verdünnung 1:5000 in Blockierpuffer), an den das Enzym Meerrettichperoxidase (HRP) 
gekoppelt war. Hiermit wurde die Membran für eine Stunde bei Raumtemperatur unter 
leichtem horizontalen Schwenken inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten mit TBS-
T wurde für fünf Minuten Super Signal West Pico (1:1) auf die Membran gegeben. 
Danach erfolgte in der Dunkelkammer die Belichtung eines Kodak-Filmes, indem er in 
einer speziellen Filmkassette in Kontakt mit der Membran gebracht wurde. Dies erfolgte 
für unterschiedliche Belichtungszeiten. Im Anschluss wurden die Kodak-Filme in der 
Agfa Curix 60 Entwicklermaschine entwickelt. Die Membran wurde nach Abschluss des 
Experimentes bei 4°C im Kühlschrank gelagert. 
 
3.3.3.4. Strippen von Membranen 
 
Um die PVDF-Membran nach dem Belichten erneut verwenden zu können, wurde sie 
einmalig mit TBS-T-Waschpuffer gewaschen und anschließend für 30 Minuten im 
Wasserbad bei 60°C mit ca. 10 ml Strippuffer behandelt. Es folgten drei Waschschritte á 
fünf Minuten. Danach wurde sie für eine Stunde bei Raumtemperatur mit Blockierpuffer 
behandelt und nach drei weiteren Waschschritten konnte eine erneute Inkubation mit 
einem primären Antikörper bei 4° über Nacht erfolgen. 
 
3.3.4. Rezeptornachweis auf Membranproteinebene 
 
Als Erstes wurden die Zelllinien Caco-2, DLD1, HCT116, HT-29 und SW480 wie oben 
beschrieben kultiviert. Bei 70%- bis 80%iger Konfluenz wurden die Zellen dreimal mit je 
10 ml PBS gewaschen. Anschließend wurde je 1 ml Triton-X-Puffer auf die 
Zellkulturplatten gegeben und die Zellen mit dem Zellschaber abgelöst. Mit einer 21 G 
Nadel wurde das Lysat in ein Eppendorfgefäß gegeben und sechsmal durch die Nadel auf- 
und abgesaugt. Danach wurden die Zelllysate bei 15000 x g für 30 Minuten bei 4°C 
zentrifugiert. Der Überstand entsprach den löslichen Proteinen und wurde separat 
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aufbewahrt. Das Pellet wurde in 200 μl Triton-X-Puffer (Zusammensetzung sh. unten) mit 
1% SDS gelöst und anschließend für fünf Minuten bei 4°C und 15000 x g zentrifugiert. 
Der Überstand entsprach den Membranproteinen und wurde in ein neues Eppendorfgefäß 
gegeben und bei -20°C im Gefrierschrank aufbewahrt bzw. im Anschluss 
weiterverarbeitet. 
Um die isolierten Membranproteine visuell nachzuweisen, wurden Gelelektrophorese und 
Geltransfer der Proteine auf eine PVDF-Membran wie oben beschrieben durchgeführt. 
Nach dem Blocken der Membran mit 5%iger Magermilch bei Raumtemperatur wurde 
diese dreimal für je fünf Minuten mit TBS-T-Waschpuffer gewaschen und mit den 
Antikörpern OSMR-β, LIFR oder gp-130 bei 4°C über Nacht inkubiert. Der 
Detektionsschritt erfolgte wie oben beschrieben mittels sekundärem Antikörper und Super 
Signal West Pico in der Dunkelkammer. 
 
Zusammensetzung Triton-X-Puffer: 
1% Triton X 100 
100 mM NaCl 
10 mM Hepes pH 7,6 
2 mM EDTA 
1 mM PMSF 
4 mM NaVO3 
40 mM NaF 
+ ½ Proteinaseinhibitorcocktail- Tablette 
 
 
3.4. Funktionelle Experimente 
3.4.1. Experimente zur Zellproliferation 
 
Für dieses Experiment wurde der WST-1-Assay (Roche, Mannheim) und der CellTiterGlo 
Assay (Promega, Madison, USA) nach Protokoll verwendet. 5000 bis 10000 Zellen 
wurden in 100 μl Medium in 96-Loch-Platten ausgesät und kultiviert. 12 bis 16 Stunden 
vor Beginn der Stimulation wurde das 10%ige FCS-Medium gegen 1%iges ausgetauscht. 
Dann wurden je 100 μl Medium, das mit 100 ng/ml OSM versetzt war, oder zytokinfreies 
Medium als Negativkontrolle zugefügt. Die Stimulation fand bei 37°C und 5% CO2 über 
48 Stunden statt. Mittels WST-1-Assay (Roche) und CellTiterGlo Assay (Promega) wurde 
die Zellproliferationsrate ermittelt, indem pro Well zu den 100 μl Zellkulturmedium 10 μl 
WST-Reagenz oder 100 μl CellTiterGlo-Reagenz zugegeben wurden. Nach der 
Inkubationszeit erfolgte die Messung der Absorption bei einer Wellenlänge von 420-480 
nm mittels ELISA-Platten-Lesegerät. Als Backround-Kontrolle wurden 10 μl WST-1-
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Reagenz und 100 μl Zellkulturmedium ohne Zellen vermischt. Für jedes Experiment 
wurden 16 Wells analysiert. In allen Experimenten wurde die Proliferation in 
unstimulierten Zellen gleich 1,0 gesetzt. Zur weiteren Untersuchung wurde zudem eine 
Vorbehandlung mit dem Akt-Inhibitor Wortmannin und dem MEK-1 Inhibitor PD98059 
durchgeführt. 
 
3.4.2. Wundheilungsexperimente 
 
Für die Wundheilungsexperimente wurden HCT116-Zellen in 6-Well- oder 96-Well-
Platten bis zur vollständigen Konfluenz kultiviert. Mit einer sterilen Pipettenspitze wurden 
standardisierte zirkuläre Wunden in jedes Well gesetzt. Abgelöste Zellen wurden durch 
dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. Nachdem das 10% FCS-haltige Medium gegen 
1% FCS-haltiges ersetzt wurde konnte die Stimulation mit OSM 100 ng/ml vs. 
unstimulierte Kontrollen erfolgen. Am Folgetag wurde nach einem Waschschritt mit PBS 
das überwachsene Gebiet mittels des Confocal Laser Scanning Mikroscope 510 (Zeiss, 
Jena) und der Axio Vision 4.6. Software (Zeiss, Jena) bestimmt. Für die Gruppe der OSM-
stimulierten Zellen, als auch für die unstimulierten Zellen wurden jeweils 16 Wells 
analysiert. 
 
3.4.3. Experimente zur Apoptose 
 
Das Experiment wurde mithilfe des „Caspase 3/7 Chemoluminescence Assay“ von 
Promega durchgeführt. Die enthaltenen Reagenzien wurden nach Protokoll vorbereitet. Es 
wurden 105 HCT116-Zellen pro Well in je 100 μl Medium in eine 96-Loch-Platte ausgesät 
und 16 Stunden mit 10% FCS-haltigem Medium bis zur Zelladhäsion inkubiert. Nach 12 
Stunden Inkubation mit serumfreiem Medium erfolgte die Stimulation mit OSM in den 
Konzentrationen 10 und 100 ng/ml oder zytokinfreiem Medium (1%FCS) für jeweils 6 
Stunden. Nach Herstellerprotokoll wurden 100 μl Reagenz/Well zugegeben und für 30 
Minuten bis drei Stunden inkubiert. TNFα wurde als Positivkontrolle verwendet (25 
ng/ml).  
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3.5. Immunfluoreszenzexperimente 
 
Dazu wurden HCT116-Zellen für eine Minute in einer Lösung aus Methanol und Eisessig 
1:1 fixiert. Anschließend erfolgten mehrere Waschschritte und eine Rehydrierung mittels 
4°C kaltem PBS für insgesamt 30 Minuten. Dann erfolgte das Blocking für eine Stunde 
bei Raumtemperatur mittels 5%igem Serum. Die Inkubation mit dem primären Antikörper 
oder der Isotypen-Kontrolle (Kaninchen für LIFR, Ziege für gp-130 und OSMR-β) wurde 
über Nacht bei 4°C durchgeführt. Am darauffolgenden Tag wurde für 30 Minuten bei RT 
eine Inkubation mit den FITC (Fluorescein Isothiocyanat)-markierten sekundären 
Antikörpern (AlexaFluor488- oder AlexaFluor546-konjugiert) durchgeführt. Die Nuklei 
wurden mit Hoechst 33342 blau angefärbt. Die Zählung und Abbildung erfolgte mittels 
konfokaler Fluoreszenzmikroskopie. 
 
3.6. Microarray-Untersuchungen 
3.6.1. Vorbereitung der Proben 
 
Die Vorbereitung der Proben für die Microarrays erfolgte mit dem „RNeasy® Mini Kit“ 
von Quiagen. Zu Beginn wurde eine Anzahl von 106 HCT116-Zellen auf 35 mm 
Zellkulturplatten ausgesät und bis zu einer 70- bis 80%igen Konfluenz kultiviert. Zwölf 
Stunden vor der Stimulation wurde das Zellkultur-Medium durch 1%iges FCS ersetzt, um 
die Zellen auszuhungern. Anschließend wurden die Zellen mit OSM in einer 
Konzentration von 100 ng/ml über sechs Stunden stimuliert, parallel dazu wurden 
Nullpunkte genommen. Die Untersuchungen erfolgten jeweils in vierfacher Ausführung. 
Das Medium wurde unter sterilen Bedingungen abgesaugt und die Zellkulturplatten 
dreimal mit PBS gewaschen. Dann wurde 0,1- 0,25% Trypsin in PBS zugefügt, um die 
Zellen zu lösen. Nach dem Zufügen von Medium, das durch das enthaltene Serum das 
Trypsin inaktivierte, wurden die Zellen in RNAse-freie Zentrifugationsröhrchen gegeben 
und bei 300 x g für fünf Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde aspiriert und die 
Zellen durch die Zugabe von je 350 μl Lysispuffer getrennt. Nach dem Homogenisieren 
des Lysates wurde ein Volumen von 70%igem Ethanol zugefügt und das Ganze durch 
Pipettieren gut durchmischt. Dann wurde die Probe, einschließlich des Präzipitates, in ein 
„RNeasy spin column“ gegeben, ein spezielles Zentrifugationsröhrchen mit einer für die 
Puffersubstanz durchlässigen Membran, das in einem 2 ml großen Sammelröhrchen 
enthalten war, und für 15 Sekunden bei 10000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde 
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verworfen, der Rest mit 700 μl RW1 (mit Ethanol) versetzt und erneut für 15 Sekunden 
bei 10000 rpm zentrifugiert, um die Membran zu waschen. Der Überstand wurde erneut 
verworfen. Danach wurde die Membran zweimal mit je 500 μl RPE Buffer gewaschen, 
indem das Reaktionsröhrchen für zwei Minuten bei 10000 rpm zentrifugiert und der 
Durchfluss verworfen wurde. Nach vorsichtigem Umsetzen des Zentrifugationsröhrchens 
in ein neues 2 ml Reaktionsgefäß wurde dies bei voller Geschwindigkeit eine Minute 
zentrifugiert. Nach erneutem Umsetzen in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß wurden 30-50 μl 
RNase-freies Wasser direkt auf die Membran gegeben, auf der die Total-RNA gebunden 
war, und bei 10000 rpm für eine Minute zentrifugiert, um die RNA zu lösen. Die Proben 
mit Total-RNA wurden auf Trockeneis zu den IMGM Laboratories (Martinsried, 
Deutschland) versandt, wo die weiteren Analysen stattfanden. 
. 
3.6.2. Prüfung von Konzentration und Reinheit der Proben 
 
Die nun folgenden Untersuchungen der Proben wurden in den IMGM Laboratories 
(Martinsried, Deutschland) durchgeführt. 
Die Analyse der mRNA-Expression der mit OSM in der Konzentration 100 ng/ml 
stimulierten HCT116- Zellen im Vergleich zu unbehandelten Zellen, wurde mit „Agilant 
Whole Human Genome Oligo Microarrays“ (4x 44K Format) durchgeführt und die 
Signale mit dem „Agilant DNS Microarray Scanner“ detektiert. Um die RNA-
Konzentration und den Reinheitsgrad der Proben zu bestimmen, erfolgte die Messung mit 
dem „NanoDrop ND-1000 spectral photometer“. Der „2001 Bioanalyzer“ (Agilent 
Technologies) erlaubte die Analyse der Unversehrtheit der Total-RNA-Proben durch 
Kapillarelektrophorese. Der Index für die RNA-Qualität, der RIN (RNA integrity 
number), bewegt sich zwischen 1 und 10, wobei ein Wert von 1 massiven Abbau 
beschrieb, während ein RIN-Wert von 10 für eine ausgezeichnete Qualität der RNA-
Proben sprach. Die Analyse erfolgte mit „RNA 6000 Nano LabChips Kits“ (Agilent 
Technologies).  
 
3.6.3. Herstellung von Cyanin-3-markierter cRNA 
 
Bevor je 500 ng der Total-RNA in eine RT-IVT Reaktion eingebracht wurden, wurden die 
Proben mit in-vitro synthetisierten, polyadenylierten Transkripten (One-Color RNA Spike-
In Mix, Agilent Technologies) versehen, die eine interne Kontrolle für die Linearität, 
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Sensitivität und Präzision versprachen. Die Total-RNA wurde reverse in c-DNA 
transkribiert und anschließend durch in-vitro Transkription (Quick-Amp Labeling Kit One-
Color, Agilent Technologies) in cRNA umgewandelt, die Cyanine-3-CTP enthielt. 
 
3.6.4. Quantifizierung und Qualitätskontrolle der cRNA- Proben 
 
Die Konzentration der cRNA (ng/μl), die RNA Absorptionsrate (260 nm/280nm) und die 
Cyanine-3-Farbstoffkonzentration (ρmol/μl) wurden für alle cRNA-Proben mittels 
„NanoDrop ND-1000 UV-VIS Spektralphotometer“ erhoben. Es wurden der Ertrag und 
die spezifische Aktivität jeder Reaktion bestimmt: 
 cRNA- Ertrag [μg] = cRNA- Konzentration [ng/μl] * Volumen des Eluats [μl]/ 1000 
 spezifische Aktivität [pmol/μg] = Cyanine-3- Konzentration [pmol/μl] / 
     cRNA- Konzentration [ng/μl] * 1000 
 
Bei einem Ertrag unter 1,65 μg und einer spezifischen Aktivität unter 9,0 ρmol Cyanine-3 
μg pro μg cRNA wurde nicht zum Hybridisierungsschritt übergegangen. Zur 
Qualitätsanalyse der nicht-fragmentierten cRNA wurde das „RNA 6000 Nano LabChip 
Kit“ (Agilent Technologies) auf dem „2100 Bioanalyzer“ (Agilent Technologies) 
verwendet. Ein kleiner initialer Anstieg bei einer runden Kurve mit einigen kleinen Peaks 
zeigt eine erfolgreiche Amplifikation und Markierung der Total-RNA Proben. 
 
3.6.5. Hybridisierung der Microarrays 
 
Jede einzelne cRNA-Probe wurde bei 65°C für 17 Stunden auf separaten „Whole Human 
Genome Oligo Microarrays“ (4x44K Format) hybridisiert. Jeder Microarray besteht aus 
41.000 Zielgen-spezifischen Proben (60-mers) und zahlreichen Kontrollproben. Diese 
wurden mit „Gene Expression Wash Buffers“ (Agilent Technologies) gewaschen und mit 
Azetonitril (= Methylzyanid) (Sigma-Aldrich) getrocknet. Fluoreszenzsignalintensitäten 
wurden mit „Scan Control 8.4.1“-Software (Agilent Technologies) auf dem Agilent DNS 
Microarray Scanner detektiert. 
 
3.6.6. Biomathematische Datenauswertung und Normalisierung 
 
Die Software „Feature Extraction 10.5.1“, „GeneSpring GX 11.0.1“ und „Spotfire 
Decision Site 9.1.1“ wurden für die Qualitätskontrolle, statistische Datenanalyse, 
Erläuterung der Gene und Visualisierung der Daten verwendet. Um die Analyse zu 
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erweitern wurde der Genexpressions-Datenanalysetool der „Panther database“ 
(www.pantherdb.org) herangezogen. Um eine Vereinheitlichung der Microarray-Signale 
zu erreichen, wurde eine Quantilen-Normalisierung durchgeführt, indem man den Median 
und die Intensitätsstreuung für alle Arrays gleichsetzte. Anschließend wurden die Daten 
log2 transformiert. Der Pearson´s Korrelations-Koeffizient (r) wurde für alle biologischen 
Vervielfältigungen innerhalb einer Gruppe und für alle paarweisen Vergleiche der Proben 
errechnet. Proben, die denselben experimentellen Bedingungen unterlagen, sollten sich 
ähnlicher sein als unter verschiedenen Bedingungen und die Werte des Korrelations-
Koeffizienten dementsprechend höher. Zur Mittelwert-Berechnung wurden die 
unbehandelten Zellen (Group 1) als Referenz-Gruppe verwendet und die Gen-Expression 
der mit OSM-behandelten Zellen (Group 2) mit der Baseline verglichen. Zum Vergleich 
der unterschiedlichen Gruppen wurde der Welch´s T-test herangezogen, der einen p-Wert 
ergibt. Das Ausmaß und die Richtung der unterschiedlichen Expressionen zwischen den 
Gruppen wurden durch Berechnung der Verhältnisse zwischen den Mittelwerten ermittelt, 
nämlich im FC-Wert (Fold Change): 
FC = (FC_group x_vs_group y)i = (Avg_group x)i / (Avg_group y)I  Bsp. für Gen i 
 
Für hochregulierte Gene variieren die FC-Werte zwischen >1 und +∞, für runterregulierte 
Gene zwischen 0 und <1. Um FC-Werte mit gleicher Folge von Stärke für Hoch- und 
Runterregulierung zu erreichen, wurden diese einer weiteren Transformation unterzogen, 
und als linearisierte Fold Changes bezeichnet. So bedeutet ein FC-Wert von 2 z. B. eine 
zweifache Hochregulierung in Gruppe x im Vergleich zu Gruppe y, ein Wert von 3 eine 
dreifache und ein Wert von 0,5 oder -2 eine zweifache Hemmung. Zur Identifizierung von 
Unterschieden bezüglich der Genexpression zwischen den Vergleichsgruppen wurden 
folgende Parameter berücksichtigt: die verlässliche Detektion der Proben, die statistische 
Signifikanz, die Induktion (bei einem FDR-bereinigten p-Wert ≤ 0,05 und einem Fold-
Change-Wert von ≥ 1,5) und die Repression (bei einem p-Wert ≤ 0,05 und dem 
linearisierten Fold-Change-Wert ≤ -1,5). Zur Identifizierung unterschiedlich regulierter 
biologischer Prozesse, molekularer Funktionen und Signalwege wurde die Panther-
Website herangezogen (Stand März 2010) 367. 
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3.7. Statistische Analyse 
 
Die statistische Analyse wurde mittels des zweiseitigen Student´s t-Test durchgeführt. P-
Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen. Der Standardfehler wurde 
durch die Quadratwurzel des Dividenden aus Standardabweichung und der Anzahl der 
einzelnen Daten der jeweiligen Datengruppe bestimmt. 
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4. Ergebnisse 
4.1. Expression von OSMR-β, LIFR und gp-130 in intestinalen  
  Epithelzellen 
 
Um die Expression der Membranproteine des OSM-Rezeptorkomplexes in intestinalen 
Epithelzellen zu untersuchen, wurden die intestinalen Epithelzelllinien Caco-2, DLD1, 
HCT116, HT-29 und SW480 kultiviert und mittels Antikörpern die 
Rezeptoruntereinheiten OSMR-β, LIFR und gp-130 in Western-Blot-Experimenten 
untersucht. 
Es zeigte sich, dass die OSMR-β-Untereinheit sowohl in Zellen der Zelllinien HCT116, 
HT-29 als auch SW480 vorhanden war (sh. Abb. 8A). Der LIF-Rezeptor konnte in 
HCT116-, DLD1- und SW480-Zelllinien nachgewiesen werden (sh. Abb. 8B). Die 
Untereinheit gp-130 wurde in allen untersuchten Zelllinien detektiert (sh. Abb. 8C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
       
 
 
 
       
 
Abb. 8: Nachweis der OSM-Rezeptoruntereinheiten in verschiedenen IEC. 
A.) Nachweis von OSMR-β in HCT116-, HT-29- und SW480-Zellen. 
B.) Der LIFR befand sich in DLD1, HCT116- und SW480-Zellen. 
C.) Die gp-130-Untereinheit konnte in allen untersuchten Zelllinien detektiert werden. 
 
   Caco-2    DLD1         HCT116       HT-29       SW480 
OSMR-β 
   Caco-2    DLD1         HCT116      HT-29       SW480 
LIFR 
gp-130 
   Caco-2     DLD1        HCT116      HT-29       SW480 
8 A.) 
8 B.) 
8 C.) 
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Zur Überprüfung dieser Ergebnisse wurde die mRNA-Expression der OSM-
Rezeptoruntereinheiten in sempiquantitativen RT-PCR-Analysen in den intestinalen 
Epithelzelllinien HCT116, HT-29, SW480, DLD1 und Caco-2 bestimmt. Hier zeigte sich, 
dass die mRNA von OSMR-β in allen Zellinien exprimiert wird, genauso wie gp-130. Für 
LIFR konnte lediglich eine Expression in HCT116-Zellen und schwächer in HT-29- und 
DLD1-Zellen gezeigt werden (sh. Abb. 9). Als Positivkontrolle wurde GADPH 
verwendet, als Negativkontrolle steriles Wasser. 
 
 
                   
 
 
Abb. 9: mRNA-Expression von OSM-Rezeptoruntereinheiten in IEC. 
Gp-130 und OSMR-β konnten in allen untersuchten Zelllinien (HCT116, HT-29, SW40, DLD1 und Caco-2) 
nachgewiesen werden, während LIFR lediglich in HCT116-Zellen eine starke mRNA-Expression zeigte, 
schwächer in DLD1- und HT-29-Zellen. 
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Immunfluoreszenzexperimente konnten die Expression von gp-130, OSMR-β und LIFR in 
HCT116-Zellen bestätigen (sh. Abb. 10), weshalb diese in den nachfolgenden 
Experimenten als intestinale Epithelzelllinie verwendet wurde. Die Zellkerne wurden mit 
DAPI blau gefärbt. 
 
 
 
  
 
Abb. 10: Nachweis von OSMR-β, gp-130 und LIFR in HCT116-Zellen: 
Mittels Immunfluoreszenzanalyse konnten in HCT116-Zellen alle Rezeptoruntereinheiten von OSM 
nachgewiesen werden. In den Isotypenkontrollen konnten keine spezifischen Färbungen erreicht 
werden. 
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4.2. Oncostatin M-vermittelte Signaltransduktionswege in intestinalen    
Epithelzellen 
4.2.1. Aktivierung der MAP-Kinasen ERK-1/2, p-38, SAPK/JNK 
 
Zur Analyse wichtiger Signaltransduktionswege in intestinalen Epithelzellen wurden 
HCT116- und HT-29-Zellen mit OSM in den Konzentrationen 50 ng/ml und 100 ng/ml 
stimuliert. Es konnte in Western-Blot-Experimenten gezeigt werden, dass OSM in 
HCT116-Zellen zeitabhängig zur Phosphorylierung und somit zur Aktivierung der 
Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) ERK-1/2 (sh. Abb. 11A), SAPK/JNK (sh. 
Abb. 12A) und p-38 (sh. Abb. 13A) führt. Die Stimulation von HT-29-Zellen mit OSM 
hingegen führte zu keiner Aktivierung von ERK1/2 (sh. Abb. 11B) und p-38 (sh. Abb. 
13B) und lediglich zu einer schwachen Aktivierung von SAPK/JNK (sh. Abb. 12B). 
 
p-ERK-1/2
ERK-1/2
0 5     10 15     30 60 30               min
OSM [50 ng/ml] TNF-α
  
 
p-ERK-1/2
ERK-1/2
0      2       5     10    15    30    60    30                 min
OSM [100 ng/ml] TNF-α
 
 
Abb. 11: Aktivierung der MAP-Kinase ERK-1/2 in HCT116- Zellen durch OSM. 
A.) Es konnte eine Phospho-ERK-1/2-Aktivierung durch OSM nach Stimulation von HCT116-Zellen 
gezeigt werden. 
B.) Es konnte keine Aktivierung von Phospho-ERK-1/2 nach Stimulation von HT-29-Zellen mit OSM 
nachgewiesen werden. 
 
 
11 A.)  
11 B.) 
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0        5       10     15      30     60    30               min    
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SAPK/JNK
OSM [ 100 ng/ml] TNF-α
 
Abb. 12: Phosphorylierung der MAP-Kinase SAPK/JNK nach Stimulation der HCT116- und HT-29-
Zellen mit OSM. 
 A.) Durch OSM erfolgte eine Aktivierung von Phospho-SAPK/JNK in HCT116-Zellen. 
       B.) Nach Stimulation von HT-29-Zellen zeigte sich ebenfalls eine Aktivierung von Phospho-SAPK/JNK. 
0    5     10     15   30    60  1440 2880 30                min    
p-p-38
p-38
OSM [ 50 ng/ml] TNF-α
 
p-p-38
p-38
0      2       5    10     15     30    60    30             min    
OSM [ 100 ng/ml] TNF-α
 
Abb. 13: Phosphorylierung von p-38 nach Stimulation von HCT116-Zellen mit OSM. 
A.) Nach Stimulation der HCT116-Zellen mit OSM konnte eine Aktivierung von p-38 nachgewiesen 
werden. 
B.) Es konnte keine Phosphorylierung von p-38 in HT-29-Zellen nach Stimulation mit OSM gezeigt 
werden. 
12 A.) 
12 B.) 
13 A.) 
13 B.) 
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4.2.2. Aktivierung der PI3-Kinase Akt 
 
Nach Stimulation der HCT116-Zellen und der HT-29-Zellen mit OSM in den 
Konzentrationen 50 ng/ml und 100 ng/ml erfolgte die Aktivierung der Akt-Kinase durch 
eine zeitabhängige Phosphorylierung (sh. Abb. 14A und 14B). 
 
0     2      5      10    15     30     60    30              min    
OSM [ 50 ng/ml] TNF-α
p-AKT
AKT
 
0     2      5      10    15     30     60    30              min    
OSM [ 100 ng/ml] TNF-α
AKT
p-AKT
 
 
Abb. 14: Aktivierung der PI3-Kinase Akt nach Stimulation von HCT116- und HT-29-Zellen mit 
OSM. 
A.) Nach Stimulation der HCT116-Zellen wurde eine Phosphorylierung der Akt-Kinase nachgewiesen. 
B.) Ebenso zeigt sich durch die OSM-Stimulation eine Aktivierung von Akt in HT-29-Zellen. 
 
 
4.2.3. Aktivierung von STAT1 und STAT3 
 
Bei der Untersuchung der STAT1- und STAT3-Signalwege mittels Western-Blot-Analyse 
zeigte sich nach Stimulation der HCT116-Zellen mit OSM in der Konzentration 100 
ng/ml eine zeitabhängige Tyrosin-Phosphorylierung von STAT1 und STAT3 (sh. Abb. 
15A und 15B).  
 
14 A.) 
14 B.) 
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Abb. 15: Aktivierung von STAT-1 und STAT-3 nach Stimulation mit OSM. 
A.) Die Stimulation der HCT116-Zelllinie mit OSM führt zur Phosphorylierung von STAT-1. 
B.) Mittels Immunoblot zeigte sich bei der Stimulation der HCT116-Zellen mit OSM eine Aktivierung von 
STAT-3. 
 
4.3. Transkriptionsaktivierung durch Oncostatin M in intestinalen  
Epithelzellen 
4.3.1. Hochregulation von IL-6 und TNFα  
 
Nach Untersuchung der Rezeptorexpression und der Signaltransduktionswege in 
intestinalen Epithelzellen konnte durch Stimulation von HCT116-Zellen mit OSM [100 
ng/ml] zeitabhängig mittels ELISA-Experimenten eine erhöhte Expression des 
proinflammatorischen Zytokins IL-6 (sh. Abb. 16) im Vergleich zu den unstimulierten 
Kontrollen nachgewiesen werden, für TNFα zeigte sich ebenfalls eine gesteigerte 
Expression in HCT116-Zellen mit einem Maximum nach einer Stunde (sh. Abb. 17). Das 
Experiment wurde wiederholt durchgeführt und zeigte vergleichbare Ergebnisse. Die 
Anzahl der Wells pro durchgeführtem Experiment zeigte sich jedoch zu gering, um eine 
statistische Signifikanz zu bestimmen. 
 
 
15 A.) 
15 B.) 
Ergebnisse  - 77 - 
 
0
0,5
1
1,5
2
2,5
3
3,5
4
0 0.5 h 1 h 24 h 48 h
re
la
ti
v
e
 A
k
ti
v
ie
ru
n
g
Zeit in h
 
 
Abb. 16: Hochregulation der IL-6-Expression in HCT116-Zellen durch OSM.  
Durch die Stimulation der HCT116-Zellen mit OSM [100ng/ml] konnte eine gesteigerte Expression von IL-
6 erreicht werden.  
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Abb. 17: Hochregulation der TNFα -Expression in HCT116-Zellen durch OSM.  
Durch die Stimulation der HCT116-Zellen mit OSM [100 ng/ml] konnte zudem eine gesteigerte Expression 
von TNFα gezeigt werden.  
 
 
4.3.2. Hochregulation von MMP-3 und TIMP-1  
 
Als nächstes wurde die Hochregulation von MMP-3 und TIMP-1 in ELISA- 
Experimenten untersucht. Nach Stimulation der HCT116-Zellen mit OSM in einer 
Konzentration von 100 ng/ml zeigte sich nach 48 Stunden eine erhöhte Expression von 
TIMP-1 im Vergleich zu den Kontrollen (sh. Abb. 18). Für MMP-3 konnte mit einem 
Maximum nach ca. 60 Minuten eine Hochregulation nachgewiesen werden (sh. Abb. 19). 
Auch dieses Experiment wurde mehrfach durchgeführt. Aufgrund der niedrigen Anzahl 
der Wells pro Experiment konnte jedoch ebenfalls keine statistische Signifikanz bestimmt 
werden. 
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Abb. 18: Hochregulation von TIMP-1 nach OSM-Stimulation der HCT116-Zellen.  
Mittels ELISA-Assay konnte eine erhöhte Expression von TIMP-1 nach Stimulation der HCT116-Zellen 
mit OSM gezeigt werden. 
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Abb. 19: Hochregulation von MMP-3 nach Stimulation der HCT116-Zellen mit OSM.  
Nach Stimulation der HCT116-Zellen mit OSM konnte eine gesteigerte Expression von MMP-3 gezeigt 
werden. 
 
 
4.4. Stimulation der intestinalen Epithelzellproliferation durch  
  Oncostatin M 
 
Der Einfluss von OSM auf die intestinale Epithelzellproliferation wurde mittels ELISA- 
Experimenten untersucht. Dazu wurden HCT116-Zellen mit OSM in der Konzentration 
100 ng/ml stimuliert und im Hinblick auf die Proliferation mit unstimulierten Kontrollen 
nach 48 Stunden verglichen. Es konnte ein signifikanter Anstieg der Proliferation der mit 
OSM stimulierten Epithelzellen im Vergleich mit den Kontrollen nachgewiesen werden 
(p < 0,05). Die Zellproliferation wurde durch Vorbehandlung mittels Akt-Inhibitor 
Wortmannin nicht beeinflusst (p = 0,57 verglichen mit OSM-stimulierten Zellen), jedoch 
konnte durch Experimente mit dem MEK-1-Inhibitor PD98059, der den ERK-Signalweg 
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hemmt, OSM-vermittelt eine abgeschwächte Epithelzellproliferation detektiert werden. 
Durch Transfektion mit STAT3 siRNA zeigte sich eine ebenfalls verminderte 
Zellproliferation in OSM-stimulierten Zellen (p# = 0,006) (sh. Abb. 20). In allen 
durchgeführten Experimenten wurde die Epithelzellproliferation in den unstimulierten 
Zellen 1,0 gesetzt. 
 
 
 
        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 20: Verstärkte intestinale Epithelzellproliferation durch OSM. 
Nach Stimulation der HCT116-Zellen mit OSM 100 ng/ml für 48 Stunden zeigte sich eine signifikant 
gesteigerte Proliferation der Epithelzellen im Vergleich zu den unstimulierten Zellen (* p < 0,05). Die 
Vorbehandlung mit dem ERK1/2-Inhibitor PD98059 ergab eine verminderte Zellproliferation (** p = 0,06), 
ebenso wie die Transfektion mit STAT3 siRNA (p# = 0,006), während die Vorbehandlung mit dem PI3-
Kinase-Inhibitor Wortmannin keinen signifikanten Effekt zeigte (‡ p = 0,57).  
 
 
4.5. Einfluss von Oncostatin M auf die intestinale Epithelzellmigration 
 
Mithilfe von Wundheilungsexperimenten wurde die Migration der intestinalen 
Epithelzellen unter Einwirkung von OSM untersucht. Es zeigte sich nach Stimulation der 
HCT116-Zellen mit OSM in der Konzentration 100 ng/ml 16 Stunden nach Beibringung 
zirkulärer steriler Wundflächen eine signifikant verstärkte Epithelzellmigration 
(p* = 3,9 x 105) an den Wundrändern im Vergleich zu den unstimulierten Zellen (sh. Abb. 
21). Nach Vorbehandlung mit dem MEK-1-Inhibitor PD98059 (10 μM) zeigte sich eine 
signifikant verminderte Migration (p** = 1,7 x 10-5) der stimulierten Zellen im Vergleich 
zu den unstimulierten Zellen; ebenso zeigte sich nach Vorbehandlung mit STAT3 siRNA 
(5 μM) eine verminderte Zellmigration in den Wundheilungsassays (p# = 0,01) im 
OSM       -           +     +           +    + 
PD9805      -            -     +           -                -  
Wortmannin      -            -     -           +               - 
STAT3 siRNA     -                -               -                 -               + 
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OSM       -      +     +       + 
PD98059      -      -     +       - 
STAT3 siRNA    -                      -                     -         + 
Vergleich zu den unstimulierten Zellen (sh. Abb. 22). In allen Experimenten wurde das 
relative Überwachsen der Zellen in den unstimulierten Zellen 1,0 gesetzt. 
 
 
 
Abb. 21: Repräsentative Abbildung der Zellmigration in Wundheilungsexperimenten 
Nach Stimulation der HCT116-Zellen mit OSM in der Konzentration 100 ng/ml zeigte sich eine verstärkte 
Epithelzellmigration nach 16 h im Wundbereich im Vergleich zu den unstimulierten Zellen. 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 22: Verstärkte Migration der HCT116-Zellen nach Stimulation mit OSM. 
Während die Stimulation mit OSM 100 ng/ml zu einem signfikanten Anstieg (* p = 3,9x 10-5 im Vergleich 
zu den unstimulierten Kontrollen) der Zellmigration führte, zeigte sich nach Vorbehandlung mit dem MEK-
1-Inhibitor PD 98059 eine signifikant reduzierte OSM-induzierte Epithelzellmigration in HCT116-Zellen in 
den Wundheilungsexperimenten (** p = 1,7 x 10-5 im Vergleich zu den OSM-stimulierten Zellen) und für 
die Vorbehandlung mit STAT3 siRNA ebenfalls eine signifikant reduzierte Epithelzellmigration (p# = 0.01 
im Vergleich zu den OSM-stimulierten Zellen). 
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4.6. Verminderte Induktion der Apoptose von intestinalen Epithelzellen   
durch Oncostatin M 
 
Der Einfluss von OSM auf die Apoptose wurde mithilfe des „Caspase 3/7 
chemiluminescence Assay“ (Promega) untersucht. Dazu wurden die HCT116-Zellen mit 
OSM in den Konzentrationen 10 ng/ml und 100 ng/ml versetzt und nach 6 Stunden mittels 
ELISA-Experimenten die Apoptose der stimulierten im Vergleich zu den unstimulierten 
Proben analysiert. Es zeigte sich ein signifikanter Rückgang der Apoptose in HCT116-
Zellen, die mit OSM stimuliert wurden, im Vergleich zu den unstimulierten Proben (sh. 
Abb. 23).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 23: Verminderte Apoptose der mit OSM behandelten HCT116-Zellen. 
Nach Stimulation der HCT116-Zellen mit OSM 10 ng/ml (* p = 0,03) und 100 ng/ml (** p = 0,02) konnte 
nach 6 Stunden ein signifikanter Rückgang der Apoptose gezeigt werden. TNFα wurde als Positivkontrolle 
verwendet (# p = 0.007). 
 
 
4.7. Untersuchung der Oncostatin M-vermittelten Genregulation in 
     Microarray-Versuchen in intestinalen Epithelzellen 
 
Nach Stimulation der HCT116-Zellen mit OSM in der Konzentration 100 ng/ml und 
Vorbereitung der Proben, die die Total-RNA von stimulierten vs. unstimulierten 
Kontrollen enthielten, wurden diese auf Trockeneis zu den IMGM Laboratories 
(Martinsried, Deutschland) versandt, wo die weitere Analyse stattfand. Zur Prüfung der 
Konzentration und Reinheit mittels Spektralphotometrie wurde eine A260/280-Ratio 
bestimmt, die zwischen 2,02 bis 2,07 lag, und einen hohen Reinheitsgrad anzeigte. Der 
RIN-Wert für die Qualität aller Proben lag bei 10,0, was für eine ausgezeichnete RNA-
Qualität sprach, weshalb alle gewonnenen Proben verwendet werden konnten. Die 
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Rohdaten der Microarrays wurden nach Quantilen normalisiert. Der Pearson´s 
Korrelationskoeffizient (r) bewegte sich zwischen 0,992-0,999 innerhalb der beiden 
Gruppen, was für Homogenität in sich sprach. Zwischen den unterschiedlichen Gruppen 
besitzt r einen Wert zwischen 0,990 und 0,997, was wiederum die Gleichartigkeit aller 
Proben und ihrer Genexpressionsprofile belegte. 
 
4.7.1. Analyse der biologischen Prozesse, der molekularen Funktionen und der  
Signalwege 
 
Mithilfe der Gen-Chips und dem Panther-Klassifikationssystem 367 konnten biologische 
Prozesse, molekulare Funktionen und ihre Rolle im Ablauf von Signalkaskaden und 
metabolischen Wegen analysiert werden. Ein p-Wert von ca. p ≤ 10-5 wurde als Zeichen 
für eine manifeste Verstärkung biologischer Prozesse und molekularer Funktionen 
angesehen. Für die Analyse der Pfade wurde ein p-Wert von ca. p ≤ 10-4 gefunden.  
Beim Vergleich der Gensets zwischen stimulierten und unstimulierten Proben zeigte sich 
durch OSM eine signifikante Hoch- (79 Gene) bzw. Herunterregulation (15 Gene) von 
insgesamt 94 Genen. In Tabelle 6 und 7 sind die jeweils 20 am stärksten hoch- und 
herunterregulierten Gene aufgeführt.  
Innerhalb der biologischen Prozesse zeigte sich eine signifikante Hochregulierung von 
Genen für die Bereiche Immunität und Abwehr (p = 2,1 x 10-7) und deren Unterklasse der 
Interferon-induzierten Immunität. Auch der Bereich Apoptose (p = 3,7 x 10-4) zählte zu 
den am meisten signifikant hochregulierten Gensets im Bereich der biologischen 
Prozesse. Außerdem war die Expression der Gene für die JAK/STAT-Kaskade, eine Sub-
Subklasse der Signaltransduktion und der intrazellulären Signalkaskade, signifikant 
erhöht. (sh. Abb. 24) 
Bei der Analyse der Molekularfunktionen zeigte sich, dass bei den OSM-stimulierten 
Proben die Genexpression für die Unterklasse der Transkriptionsfaktoren (p = 4,5 x 10-7) 
signifikant erhöht war. (sh. Abb. 25) 
Schließlich wurden die Gene noch im Hinblick auf die Signalwege untersucht. Bezüglich 
der in den stimulierten Proben hochregulierten Gene war der Interleukin-Signalweg 
signifikant erhöht. 
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Abb. 24: Hochregulation der Gene für Immunität und Abwehr, Apoptose und die JAK/STAT-
Kaskade. 
Mittels Microarray konnte eine signifikante Zunahme der Gene für Immunität und Abwehr, für Apoptose, 
hier besonders Interferon-induzierte Abwehr, und für die intrazelluläre Signalkaskade JAK/STAT in OSM-
stimulierten Proben gezeigt werden. 
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Abb. 25: Hochregulation der Gene für Transkriptionsfaktoren in der Klasse der Molekularfunktion. 
Bei der Analyse der Molekularfunktionen zeigte sich eine signifikante Hochregulation für die Unterklasse 
der Transkriptionsfaktoren. 
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4.7.2. Untersuchung einzelner Gene 
 
Unter den durch OSM-induziert hochregulierten Genen fielen besonders die Mitglieder 
der Familie der Serin-Protease Inhibitoren SERPINB4 (39,4-fach), SERPINB3 (36,3-
fach), SERPINA3 (9,15-fach) und SERPINB1 (1,8-fach) auf. Daneben waren auch die 
Gene für ERP27 (10,4-fach) und die Apolipoproteine APOL6 und APOL3 signifikant 
(6,6-fach) erhöht nachzuweisen. Die SOCS3 (Suppressor of cytokine signaling 3) waren 
im Vergleich zwischen stimulierten Proben und unstimulierten Kontrollen noch um das 
Fünffache erhöht. Bereits untersuchte Gene wie STAT3 (2,7-fach) und OSMR (2,46-fach) 
zählten ebenfalls zu den hochregulierten Genen. Weitere hochregulierte Gene waren u. a. 
CIITA (4-fach), CEACAM (3,6-fach), NLRC5 (3,1-fach) und MUC-1(2,3-fach). 
Daneben wurde auch die Herunterregulation verschiedener Gene nach OSM-Stimulation 
vs. den unstimulierten Kontrollen untersucht. Hier zeigten sich weniger große 
Unterschiede. So waren etwa CYP1A1 (2,09-fach) und CXCR4 (1,95-fach) nach 
Stimulation mit OSM ca. zweifach herunterreguliert. 
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Gen-Symbol Beschreibung Hochregulation der Gene  
SERPINB4 Homo sapiens, Serin Protease Inhibitor, 
Stamm B, Mitglied 4, m-RNA 
39,43-fach 
SERPINB3 Homo sapiens, Serin Protease Inhibitor, 
Stamm B, Mitglied 3, m-RNA 
36,31-fach 
ERP27 Homo sapiens, Endoplasmatic Reticulum 
Protein (27 kDa), m-RNA 
10,42-fach 
SERPINA3 Homo sapiens, Serin Protease Inhibitor, 
Stamm A (Antitrypsin), Mitglied 3, m-
RNA 
9,16-fach 
APOL6 Homo sapiens, Apolipoprotein 6, m-
RNA 
6,65-fach 
APOL3 Homo sapiens, Apolipoprotein 3, 
Transkript Variante beta/a, m-RNA 
5,63-fach 
KCJN10 Homo sapiens, Kalium-Kanal-
Einwärtsrichter, Subfamilie J, Mitglied 
10, m-RNA 
5,25-fach 
SOCS3 Homo sapiens, Supressor of Cytokine 
Signaling 3, m-RNA 
5,09-fach 
SOCS3 Homo sapiens, Supressor of Cytokine 
Signaling 3, m-RNA 
5,02-fach 
BCL3 Homo sapiens, B-cell lymphoma 3- 
encoded protein, m-RNA 
4,54-fach 
THC2664989 Q40J89_EHRC Cation efflux protein 4,07-fach 
PARP9 Homo sapiens, Poly (ADP-Ribose) 
Polymerase Familie, Mitglied 9, m-RNA 
4,05-fach 
CIITA Homo sapiens, Class II 
histocompatibility complex 
transactivator, m-RNA 
3,92-fach 
CFI Homo sapiens, Complement factor I, m-
RNA 
3,64-fach 
CEACAM1 Homo sapiens, Carcinoembryonic 
antigen- related cell adhesion molecule 
1, m-RNA 
3,58-fach 
APOL6 Homo sapiens, Apolipoprotein 6, m-
RNA 
3,38-fach 
TNFRSF6B Homo sapiens, Tumor Nekrose Faktor 
Rezeptor Superfamilie, Mitglied 6 B, 
Transkript Variante M68C, m-RNA 
3,37-fach 
LYPD1 Homo sapiens, LY6/ PLAUR domain 
containing 1, Transkript Variante 1, m-
RNA 
3,13-fach 
NLRC5 Homo sapiens, NOD like receptor family 
CARD domain containing 5, m-RNA 
3,13-fach 
DTX3L Homo sapiens, deltex3 –like 
(Drosophila), m-RNA 
3,04-fach 
 
Tab. 6: Darstellung der 20 am meisten hochregulierten Gene nach Stimulation der HCT116-Zellen mit OSM 
vs. unstimulierte Zellen (p< 0.01) nach 6 Stunden. 
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Gen- Symbol Beschreibung Herunterregulation der 
Gene 
AF086547 Homo sapiens, full length insert 
cDNA clone ZE12B03 
2,99-fach 
ENST00000315707 Uncharacterized protein C17orf44 2,79-fach 
AK092638 Homo sapiens, cDNA FLJ35319 fis 
clone PROST2011577 
2,37-fach 
A_23_P90470  2,18-fach 
ATAD4 Homo sapiens, ATPase family AAA 
domain containing 4, m-RNA 
2,17-fach 
SLC2A12 Homo sapiens, Solute carrier family 
2, member 12, m-RNA 
2,16-fach 
ABCA1 Homo sapiens, ATP,binding 
cassette, subfamily A, member 1, m-
RNA 
2,15-fach 
CCNG2 Homo sapiens, Cyclin G 2, m-RNA 2,14-fach 
CYP1A1 Homo sapiens, Cytochrome P 450 
family 1, subfamily A, polypeptide 1, 
m-RNA 
2,09-fach 
CCDC17 Homo sapiens, Coiled-coil domain 
containing 17, m-RNA 
2,08-fach 
BBC3 Homo sapiens, BCL2 binding 
component 3, m-RNA 
2,07-fach 
FLJ43987 Homo sapiens, similar to RIKEN 
cDNA 4930433I11 gene, m-RNA 
2,05-fach 
BBC3 Homo sapiens, BCL2 binding 
component 3, m-RNA 
2,03-fach 
AK091132 Homo sapiens, cDNA FLJ33813 fis, 
clone CTONG2002744 
2,01-fach 
PNRC1 Homo sapiens, proline-rich nuclear 
receptor coactivator 1, m-RNA 
2,01-fach 
CXCR4 Homo sapiens, chemokine (C-X-C 
motif) receptor 4, transcript variant, 
m-RNA 
1,95-fach 
LOC400604 Homo sapiens, hypothetical gene 
supported by BC039664, m-RNA ( 
cDNA clone) 
1,94-fach 
THC2648781 Q7SCZ7_NEUCR predicted protein 1,94-fach 
AL834280  1,89-fach 
IFNE1 Homo sapiens, interferon epsilon 1, 
m-RNA 
1,86-fach 
 
Tab. 7: Darstellung der 20 am meisten herunterregulierten Gene in OSM-stimulierten HCT116-Zellen vs. 
unstimulierte Zellen (p< 0.01) nach 6 Stunden. 
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5. Diskussion 
5.1. Der OSM/OSMR-Zytokin-Rezeptorkomplex in intestinalen  
Epithelzellen 
 
Das Zytokin OSM bindet an die Rezeptorkomplexe gp-130, LIFR und OSMR-β 135, 136, 210. 
Bereits frühere Studien zeigten, dass intestinale Epithelzellen und Kolonkarzinomzellen 
einzelne dieser Rezeptorkomplexe exprimieren 64, 70, 78, 143, 298.  
In der vorliegenden Arbeit konnte nun bestätigt werden, dass der OSM/OSMR-Zytokin-
Rezeptorkomplex in verschiedenen intestinalen Epithelzelllinien exprimiert wird. Die 
OSMR-β-Untereinheit ließ sich in Western-Blot-Experimenten in HCT116-, HT-29- und 
SW480-Zellen nachweisen, während der LIFR in HCT116-, DLD1- und SW480-Zellen 
dargestellt werden konnte. Die Expression der gp-130-Untereinheit konnte in Western-
Blot-Experimenten in allen untersuchten Zelllinien (Caco-2, DLD1, HCT116, HT-29, 
SW480) belegt werden.  
In den RT-PCR-Analysen ließ sich die Expression der mRNA von gp-130 ebenfalls in 
allen Zelllinien nachweisen, ebenso wie die mRNA von OSMR-β, während die mRNA 
des LIFR lediglich in HCT116-Zellen stark exprimiert wurde, schwächer in HT-29- und 
DLD1-Zellen.  
Immunfluoreszenz-Experimente dokumentierten die Expression aller Rezeptorunter-
einheiten in HCT116-Zellen, weshalb diese Zelllinie für die weiteren Experimente genutzt 
wurde.  
In den Microarray-Versuchen der vorliegenden Arbeit konnte außerdem für die mit OSM 
stimulierten Proben eine 2,46-fache Hochregulation der Gene für den OSMR in HCT116-
Zellen gezeigt werden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Gastrointestinaltrakt 
neben anderen ein Wirk- und/oder Zielorgan für Oncostatin M darstellt. 
 
5.2. Der Einfluss von Oncostatin M auf die Signaltransduktion in  
intestinalen Epithelzellen 
 
Für die Ausführung verschiedener biologischer Funktionen einer Zelle ist es notwendig, 
dass Signale von außerhalb der Zellmembran über die Bindung extrazellulärer Proteine an 
einen für sie spezifischen Rezeptor in den Zellkern gelangen und dort zur Aktivierung von 
Transkriptionsfaktoren und schließlich zur Genexpression führen, über die wiederum 
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verschiedene Prozesse wie z. B. Apoptose, Differenzierung, Inflammation, Migration oder 
Proliferation der Zelle gesteuert werden. Die Signaltransduktion der Mitglieder der IL-6-
Zytokinfamilie kann über die Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges, über die 
Phosphoinositolphosphatidyl-3-Kinase-Signalkaskade oder über die Ras/Raf/MAPK-
Kaskade erfolgen 136, 139. 
In der vorliegenden Arbeit konnte in Western-Blot-Experimenten gezeigt werden, dass die 
Stimulation der intestinalen HCT116-Zellen mit OSM zeitabhängig zur Phosphorylierung 
der MAP-Kinasen ERK-1/2 und SAPK/JNK, p-38, der PI3-Kinase Akt und von STAT1 
und STAT3 führt und somit zur Aktivierung der Signalwege beiträgt; in HT-29-Zellen 
konnte die Phosphorylierung für SAPK/JNK und Akt gezeigt werden.  
Verschiedene Studien wiesen nach, dass sowohl die MAP-Kinase ERK, als auch 
SAPK/JNK und die PI3-Kinase Akt abhängig vom Differenzierungsstadium und dem 
Zelltyp das Zellüberleben beeinflussen, indem sie Funktionen wie Apoptose, Migration 
und Proliferation steuern 7, 31, 32, 33, 108. Die MAP-Kinasen ERK und SAPK/JNK scheinen 
über Wechselwirkungen zwischen den Signalwegen Einfluss darauf zu nehmen, ob eine 
Zellteilung oder eine terminale Differenzierung stattfindet 410. Dieckgraefe et al. (1997) 
zeigten, dass die MAP-Kinasen ERK und p-38 über die Aktivierung ihrer Signalwege zur 
Wundheilung intestinaler Epithelzellen beitragen 79. Eine Studie von Kinugasa et al. 
(2000) hat die Wirkung der MAP-Kinase ERK auf die intestinale Barrierefunktion 
untersucht und belegte eine Regulation dieser über die Anordnung der Tight Junctions 172. 
Für p-38, SAPK/JNK und ERK-1/2 konnte in Biopsien entzündlicher Kolonmukosa bei 
CED eine erhöhte Aktivität nachgewiesen werden 384. Die Inhibierung der MAP-Kinasen 
p-38 und SAPK/JNK dagegen führt zu einer verminderten Produktion pro-
inflammatorischer Zytokine und verbesserter Wundheilung der Ulcera bei CED 84, 151.  
So kann auch für OSM als Stimulans der Aktivierung der Signaltransduktionswege im 
Intestinum über die MAP-Kinasen eine Mitwirkung bei der Wundheilung im 
Gastrointestinaltrakt diskutiert werden.  
Desweiteren konnte in Wundheilungsexperimenten nach Stimulation mit OSM in 
HCT116-Zellen eine signifikant gesteigerte Migration im Vergleich zu unstimulierten 
Zellen detektiert werden. Nach Vorbehandlung mit dem MEK-1-Inhibitor PD98053, der 
den ERK-1/2-Signalweg hemmt, wurde diese jedoch signifikant gehemmt, weshalb ERK 
bei Migration und Wundheilung eine Bedeutung zuzukommen scheint.  
In den ELISA-Experimenten zur Proliferation konnte durch OSM eine signifikante 
Steigerung dieser erreicht werden, während nach Vorbehandlung mit dem Akt-Inhibitor 
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kein signifikanter Einfluss auf die Proliferation gemessen werden konnte. Bei der 
Versuchsdurchführung mit Vorbehandlung der Zellen durch den MEK-1-Inhibitor zeigte 
sich jedoch eine signifikant verminderte Epithelzellproliferation in den HCT116-Zellen, 
was wiederum die Bedeutung des ERK-1/2-Signalweges bezüglich der 
Epithelzellproliferation unterstreicht. 
Abreu et al. (2001) publizierten, dass die Aktivierung des Akt-Signalweges einen Schutz 
vor Fas-induzierter Apoptose in gastrointestinalen Epithelzellen des Menschen bietet 1. 
Somit lässt sich vermuten, dass Akt in der Epithelzellbarriere des GIT eine bedeutsame 
Rolle spielt und lässt an eine Beteiligung des Signalweges bei intestinaler Entzündung 
denken. Mehrere Studien wie z. B. von Peng et al. (2012) oder Huang et al. (2011) legten 
dar, dass der Phosphoinositol-3-Kinase-Signalweg bei der Entstehung der Colitis ulcerosa 
mit involviert ist. So konnte über eine Inhibierung der Akt-Kinase im Mausmodell mit 
DSS induzierter Colitis eine verminderte Expression proinflammatorischer Zytokine wie 
TNFα oder IFNγ und eine damit einhergehende verminderte Entzündungsaktivität des 
Darmes nachgewiesen werden 153, 274. Dies kann möglicherweise als neuer Therapieansatz 
gesehen werden 153, 274.  Dass Oncostatin M zur Aktivierung dieses Signalweges in 
intestinalen Epithelzellen führt, der an der intestinalen Entzündung beteiligt zu sein 
scheint, bestärkt dessen Bedeutung. Zudem konnte in Microarray-Untersuchungen OSM-
induziert eine Hochregulation des Gens MUC-1 detektiert werden, das in einer Studie von 
Woo et al. (2012) nachgewiesenermaßen über den Akt-Signalweg zur gesteigerten 
Synthese und Sekretion von VEGF bei Mammakarzinomen führt 398. 
Mehrere Studien belegten, dass der JAK/STAT-Signalweg eine wichtige Rolle bei der 
Pathogenese der CED spielt 245, 248, 330. So wurde bei Colitis ulcerosa eine gesteigerte 
Expression und auch Aktivierung von STAT1 dokumentiert 188, 330. Musso et al. (2005) 
stellten eine STAT3-Aktivierung sowohl bei Patienten mit CU als auch MC fest, die sich 
streng auf Bereiche intestinaler Entzündung beschränkte 248. Die Phosphorylierung von 
STAT1 und STAT3 konnte in der vorliegenden Arbeit nach Stimulation intestinaler 
Epithelzellen mit OSM zeitabhängig gezeigt werden, was wiederum einen Hinweis auf die 
mögliche Beteiligung des Zytokins bei CED darstellt.  
CIITA, ein Klasse-II-MHC-Transaktivator, der in den Microarray-Experimenten OSM-
induziert vierfach hochreguliert wurde, konnte in einer Studie von Diegelmann et al. 
(2012) als Ziel-Gen des Zytokines IL-27, das ebenfalls zur STAT3-Aktivierung führt, 
bestimmt werden 80. 
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Neben der erhöhten Expression von Genen für Immunität und Abwehr und Interferon-
vermittelter Immunität wurden in den Microarray-Versuchen dieser Arbeit v. a. auch 
Gene, die bei Ablauf der JAK/STAT-Kaskade involviert sind, hochreguliert. Ein weiterer 
Aspekt, der dafür spricht, dass OSM im Gastrointestinaltrakt und auch bei der 
Pathogenese der CED mit eine Rolle spielt, ist die Tatsache, dass STAT3 ein wichtiges 
Gen darstellt, das mit Colitis ulcerosa assoziiert ist 196, 199. In der vorliegenden Arbeit 
konnte in Microarray-Versuchen eine 2,7-fache Hochregulation des STAT3-Gens in 
HCT116-Zellen nach Stimulation mit OSM nachgewiesen werden. Auch SOCS3, ein 
Feedback-Inhibitor der Signaltransduktion und hier v. a. des JAK/STAT-Signalweges, der 
bei der Entstehung intestinaler Entzündung bedeutsam ist 354, wurde durch Stimulation mit 
Oncostatin M in HCT116-Zellen in dieser Arbeit fünffach hochreguliert detektiert. 
 
5.3. Die Rolle von Oncostatin M bei intestinaler Entzündung und  
Tumorgenese 
 
Zytokine sind Botenstoffe, die in unterschiedlichen Geweben verschiedene Funktionen 
wie Apoptose, Inflammation, Immunabwehr, Migration, Proliferation, Tumorgenese und 
Zelldifferenzierung vermitteln 220. Dies gilt auch für den Gastrointestinaltrakt, wo z. B. 
durch die Penetration pathogener Bakterien eine inflammatorische Antwort in der 
intestinalen Mukosa generiert werden kann. Dies kann zur Expression und Hochregulation 
spezifischer Zytokine wie z. B. IL-1β, IL-6, IL-8, IL-31 und TNFα 124, 191, 286, 350 führen, 
die wiederum an der Aktivierung und Chemotaxis inflammatorisch wirkender Zellen und 
Zellen der Immunabwehr beteiligt sind. Insbesondere auch bei CED konnte gezeigt 
werden, dass Zytokinen bei der Generierung einer Entzündungsreaktion eine zentrale 
Rolle zukommt. Bedeutend ist hier unter anderem das proinflammatorische Zytokin 
TNFα. Zahlreiche Studien beschäftigten sich mit TNFα in Zusammenhang mit CED und 
legten dar, dass dieses Zytokin als Marker für die Krankheitsaktivität bei betroffenen 
Patienten gelten kann 30, 213, 247, 261, 291. Antikörper gegen TNFα werden bereits seit 
mehreren Jahren als therapeutische Option bei chronisch inflammatorischen 
Erkrankungen wie CED, Rheumatoider Arthritis und Psoriasis vulgaris genutzt. 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression des proinflammatorischen TNFα nach 
Stimulation intestinaler HCT116-Zellen mit OSM in der Konzentration 100 ng/ml mittels 
ELISA-Experimenten gemessen. OSM-vermittelt konnte eine Zunahme der Expression 
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von TNFα detektiert werden, was auf eine Mitbeteilung von OSM bei entzündlichen 
Prozessen in IEC im Sinne einer proinflammatorischen Eigenschaft hindeuten kann.  
Als weiteres Zytokin scheint IL-6 bei CED eine große Rolle zu spielen. So zeigten 
zahlreiche Studien eine Hochregulation des Zytokins in Serumproben 150, 356 und 
intestinalen Biopsaten 11, 119, 191, 291 von CED-Patienten im Vergleich zu gesunden 
Probanden. Desweiteren kann IL-6 als Prädiktor für die Krankheitsaktivität und Prognose 
bezüglich eines Rezidivs der Erkrankung gesehen werden 150, 209. IL-6 wird von B-Zellen, 
T-Zellen und Makrophagen produziert und führt zur Synthese von APP in der Leber, die 
wiederum zur Induktion einer Immunantwort führen, durch welche die Inflammation 
reguliert wird. Dann et al. (2008) wiesen im Mausmodell mit Darminfektion erhöhte 
Konzentrationen von IL-6 nach, die mit einer Protektion der Mukosa einhergingen und 
vor enteralen Läsionen durch bakterielle Pathogene schützten 72. Diese Ergebnisse sehen 
IL-6 bei intestinaler Entzündung als regeneratorisches Zytokin. Andere Studien wie z. B. 
Suzuki et al. (2011) konnten zeigen, dass IL-6 die Permeabilität von Tight-Junctions durch 
Induktion von Claudin-2 erhöht und die Integrität der Epithelzellbarriere stört und somit 
auch die Abwehrfunktion beeinträchtigt, was wiederum die Entstehung von CED 
begünstigt, sodass IL-6 hier als proinflammatorisches Zytokin fungiert 355. Chalaris et al. 
(2012) postulierten hierzu, dass die Wirkung von IL-6 über die Art des Signalweges 
bestimmt wird 47. So scheint sich die proinflammatorische Aktivität des Zytokins nach 
Bindung des löslischen IL-6R (s-IL-6R) mit IL-6 und gp-130 zu manifestieren, was auch 
in Zellen ohne membranständige IL-6-Rezeptoren möglich ist, und als „Trans-signalling“ 
319 bezeichnet wird 46. Als natürlicher Inhibitor des Trans-signalling wird das lösliche gp-
130 (s-gp130) genannt 238. Eine anti-inflammatorische oder regenerative Komponente des 
IL-6-Zytokins scheint über die klassische Aktivierung von IL-6 mit dem 
membrangebundenen IL-6R und einem Homodimer aus gp-130 Untereinheiten zu 
erfolgen 46. Bei chronisch inflammatorischen Erkrankungen, wie auch CED, scheint v. a. 
das „Trans-signalling“ eine Schlüsselrolle zu spielen. In der vorliegenden Arbeit zeigte 
sich eine erhöhte Expression für IL-6 in OSM-stimulierten HCT116-Zellen gegenüber den 
unstimulierten Zellen. Auch diese Ergebnisse lassen eine Mitbeteiligung von OSM an 
entzündlichen Prozessen in intestinalen Epithelzellen vermuten. In der Therapie der 
Rheumatoiden Arthritis, ebenfalls einer chronisch entzündlichen Erkrankung, wird bereits 
Tocilicumab, ein humanisierter monoklonaler IL-6-Rezeptor-Antikörper eingesetzt 255, der 
klinische Remissionen zeigte. 
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In zahlreichen Studien wird postuliert, dass Matrixmetalloproteinasen auf die Entstehung 
intestinaler Entzündungen und auf chronisch entzündliche Darmerkrankungen Einfluss 
nehmen. Unter anderem partizipieren hier MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9 
und MMP-12 17, 118, 134, 221, 230, 346, 383. So wiesen Meijer et al. (2007) in 
Resektionspräparaten von entzündlich verändertem Ileum/Colon bei Patienten mit CU und 
MC im Vergleich zur Kontrollgruppe eine erhöhte Aktivität von MMP-1, MMP-2, MMP-
3 und MMP-9 nach 230. Manfredi et al. (2008) konnten zeigen, dass erhöhte Level an 
Matrix-Metalloproteinasen in Urinproben als Biomarker für die Evaluation der 
Krankheitsaktivität bei CED-Patienten genutzt werden können 221. Dass auch in 
intestinalen Fisteln bei Patienten mit MC eine erhöhte Expression von MMPs, vor allem 
MMP-3 und MMP-9, vorliegt, belegte eine Studie von Kirkegaard et al. (2004) 173. Des 
Weiteren scheint das Verhältnis zwischen MMPs und TIMPs einen bedeutenden Faktor 
darzustellen. So erbrachten Heuschkel et al. (2000) den Nachweis, dass ein 
Ungleichgewicht zwischen dem stark exprimierten MMP-3 und einem unveränderten 
TIMP-1 in Mukosaläsionen bei CED besteht 142. Meijer et al (2009) stellten dar, dass 
erhöhte Proteinlevel von TIMP-1, TIMP-2 und MMP-9 in nicht-entzündlichem Gewebe 
das Risiko für ein Wiederauftreten der Erkrankung verringern. Für entzündlich 
verändertes Gewebe scheint dies nicht zu gelten 231.  
In der vorliegenden Arbeit wurde in ELISA-Experimenten eine Hochregulation der 
Matrixmetalloproteinasen nach Stimulation intestinaler Epithelzellen mit Oncostatin M 
gezeigt, was erneut auf die Mitbeteiligung des Zytokins bei intestinaler Entzündung 
hindeutet. Insbesondere die starke Hochregulation von TIMP-1, das in mehreren Studien 
als protektiv gesehen wird, und schwächer von MMP-3, das für Inflammation steht, lässt 
an eine protektive Komponente in Bezug auf CED denken. 
Hierzu wurde erst kürzlich in einer kombinierten Phase II/III-Multicenter-Studie bei 
erwachsenen Patienten mit moderater und schwerer CED-Erkrankung doppelblind, 
randomisiert und placebokontrolliert ein MMP-9-Inhibitor (GS-5745) auf Sicherheit und 
Effektivität getestet. Für Colitis ulcerosa wurde diese Studie im September 2016 bei 
fehlender Effektivität im Hinblick auf endoskopische Daten abgebrochen. Bei Morbus 
Crohn wurde die Studie nach Analyse des klinischen und endoskopischen Ansprechens 
bei inadäquater Effektivität des MMP-9-Inhibitors im Vergleich zu Placebo im November 
2016 ebenfalls eingestellt. Eine weitere Entwicklung von GS-5475 für CED ist nicht 
geplant 92.  
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Eine interessante Arbeit zur Bedeutung von Oncostatin M bei entzündlichen 
Darmerkrankungen wurde 2003 von Sanchez et al. publiziert. Hier konnte in einem 
Colitis-Mausmodell, bei dem durch 4% Dextran-Sodium-Sulfat (DSS) versetztes Wasser 
eine intestinale Entzündung hervorgerufen wurde, gezeigt werden, dass durch einen 
Transfer von Adenoviren, die mit murinem OSM versetzt waren, die Entzündung im 
Intestinum supprimiert werden konnte. In einem weiteren Colitis-Maus-Modell, in dem 
die intestinale Entzündung durch Oxazolone chemisch induziert wurde, führte der virale 
Vektortransfer mit OSM dagegen zur verstärkten Entzündung 310.  
Das in den Microarray-Versuchen nachgewiesen hochregulierte Gen NLRC5, Mitglied 
der Familie der NOD-like Rezeptoren, reguliert NF-ĸB und die Typ-I-Interferon-
Signaltransduktion 412 und scheint ein Negativregulator in Entzündungsreaktionen zu sein 
21. Die vermehrte Expression dieses Genes nach Stimulation mit OSM in den 
vorliegenden Microarray-Experimenten lässt in diesem Zusammenhang auf die anti-
entzündliche Funktion des untersuchten Zytokines schließen. 
CEACAM 1, ein Mitglied der CEACAM (Carcinoembryonic antigen-related cell 
adhesion molecule)- Familie das in IEC exprimiert wird, zeigte sich als weiteres Gen 
durch OSM 3,6-fach hochreguliert. Für Patienten mit MC konnte im Gegensatz zu CU in 
einer Studie von Roda et al. (2009) eine Reduktion der mRNA- und Protein-Expression 
von CEACAM 1 und CEACAM 5 belegt werden 299, was wiederum die Mitbeteiligung 
von OSM bei intestinaler Entzündung und hier die protektive Komponente vermuten lässt. 
 
CED gelten als Risikofaktor für die Entstehung kolorektaler Tumoren 57, 110, 193, 375. In 
einer Meta-Analyse von Eaden et al. (2001), basierend auf 116 Einzelstudien, wurde die 
Prävalenz von kolorektalen Karzinomen (CRC) bei allen Patienten mit CU mit 3,7% 
angegeben. Das kumulative Risiko für CRC bei Patienten mit CU beträgt über eine 
Periode von 10 Jahren ca. 2%, über eine Zeitspanne von 20 Jahren 8% und 18% über 
einen Zeitraum von 30 Jahren 89. Canavan et al. untersuchte in einer Meta-Analyse 2006 
das Auftreten von CRC bei Patienten mit MC. Hier zeigte sich ein kumulatives Risiko für 
Kolorektale Karzinome über eine Zeitperiode von 10 Jahren mit 2,9%, über 20 Jahre mit 
5,6% und über 30 Jahre mit 8,3% 44. 
Zahlreiche Studien bestätigten, dass die intestinale IL-6-Produktion nicht nur mit 
entzündlichen Veränderungen im Darm einhergeht, sondern auch zur Förderung des 
Tumorwachstums in IEC führen kann, indem es normale und prämaligne Zellen vor 
Apoptose schützt und deren Proliferation fördert 25, 46, 123. Becker et al. (2004) konnten 
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nachweisen, dass durch die TGFβ-Produktion in tumorinfiltrierenden T-Lymphozyten das 
Tumorwachstum im Colon über eine gehemmte IL-6-Produktion supprimiert wird. Dies 
geschieht v. a. über das IL-6-Transsignalling, also über die Bindung an den löslichen IL-
6-Rezeptor (s-IL-6-R) 18. Die Tatsache, dass durch die Stimulation mit OSM die 
Ausschüttung von IL-6 in intestinalen Epithelzellen gefördert wird, wie es in dieser Arbeit 
gezeigt wurde, lässt an eine besondere Funktion des Zytokins nicht nur bei 
Inflammationsreaktionen, sondern auch der Tumorgenese im Gastrointestinaltrakt denken.  
Bereits bei seiner Entdeckung wurde Oncostatin M als Wachstumsinhibitor im 
Tumorzellwachstum insbesondere menschlichen Melanomzellen beschrieben 41, 351. Dies 
scheint auch für andere Gewebe wie z. B. Bronchial- 152, 271 oder Mammakarzinome 85, 120, 
204, 205 zuzutreffen, während bei AIDS-assoziierten Kaposi-Sarkomen die das 
Tumorwachstum fördernde Eigenschaft von OSM im Vordergrund steht. 6, 233, 251. Eine 
Methylierung von LIFR in menschlichem Gewebe primärer Kolonkarzinome und eine 
signifikante Herunterregulierung der mRNA-Expression des LIFR im Vergleich zu 
gesunden Kontrollen, die keine Methylierung aufwiesen, wurde in einer Studie von Cho et 
al. (2011) nachgewiesen 55. LIFR als Bestandteil des OSM/OSMR-Komplexes scheint 
folglich an der Tumorgenese von Kolonkarzinomen mitbeteiligt zu sein, was bereits einen 
möglichen Ausblick auf die Beteiligung des Zytokins OSM bei der Tumorgenese im 
Gastrointestinaltrakt gibt. Daneben wurde von Deng et al. (2009) eine gesteigerte 
Methylierung des OSMR in Mukosa von Patienten mit kolorektalen Karzinomen im 
Vergleich zu gesunden Probanden, die diese nicht oder nur gelegentlich aufwiesen, 
dokumentiert, was ebenso für eine Beteiligung von OSM bei der Karzinogenese im 
Gastrointestinaltrakt spricht. Diese Methylierung war auch in weiteren maligne 
veränderten Geweben des Verdauungstraktes wie Pankreas- und Magenkarzinomen im 
Gegensatz zu Bronchial- oder Mammakarzinomen detektierbar 78. 
Auch die in dieser Arbeit durchgeführte Untersuchung der Matrixmetalloproteinasen und 
die nachgewiesene Hochregulation dieser in intestinalen Epithelzellen nach Stimulation 
mit OSM deutet auf eine potentielle Rolle des untersuchten Zytokines in der Tumorgenese 
hin. Matrixmetalloproteinasen dienen als Organisatoren der extrazellulären Matrix und 
sind an der Differenzierung von Geweben, an Wachstumsvorgängen und der Apoptose 
beteiligt. In dieser Arbeit konnte mittels ELISA-Experimenten eine Hochregulation von 
MMP-3 und TIMP-1 nach Stimulation mit OSM in HCT116-Zellen gezeigt werden. 
Baker et al. (2000) wiesen in ihrer Studie, in der MMPs und TIMPs aus Proben von 
kolorektalen Tumoren und normalem Gewebe entnommen wurden, signifikant höhere 
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Level von aktivem MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9, und TIMP-1 für kolorektales 
Tumorgewebe nach, während TIMP-2 in unauffälligem Gewebe hochreguliert war 13. 
Auch MMP-7 scheint sowohl in Magen- als auch in Kolonkarzinomen exprimiert zu 
werden 225. 
Weitere Studien werden darlegen müssen welche Rolle Oncostatin M in der Tumorgenese 
genau spielt und ob hier mögliche therapeutische Ansätze liegen könnten. 
 
5.4. Die Wirkung von Oncostatin M auf Zellproliferation, Zellmigration  
und Apoptose in intestinalen Epithelzellen 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von OSM auf Zellproliferation, 
Zellmigration und Apoptose in intestinalen Epithelzelllinien in ELISA-Experimenten und 
Wundheilungsexperimenten untersucht. Diese sind wichtige zelluläre Mechanismen, die 
für ein Gleichgewicht der Zellintegrität und des Zellüberlebens in verschiedensten 
Geweben notwendig sind. Sie sind zugleich für Entstehung und den Verlauf von CED von 
Belang, da sie einerseits die Intaktheit der intestinalen Epithelzellbarriere und damit die 
physiologische Abwehrfunktion, genauso wie im Falle von Gewebedefekten die 
Wundheilung, beeinflussen. Andererseits spielen sie eine wesentliche Rolle bei der 
Entstehung maligner Tumore. 
In der vorliegenden Arbeit konnte eine gesteigerte Migration und Proliferation intestinaler 
Epithelzellen nach Stimulation mit OSM im Vergleich mit den unstimulierten Kontrollen 
in HCT116-Zellen gezeigt werden. Dies spricht für OSM als anaboles Zytokin und im 
Hinblick auf CED als mögliches barriere-protektives Zytokin, das Zellproliferation und -
migration im Intestinum steigert und die Wundheilung fördert. Nach Vorbehandlung mit 
dem MEK-1-Inhibitor, der die ERK-1/2-Signalwege inhibiert, wurden sowohl 
Proliferation als auch Migration in IEC signifikant geschwächt, was erneut die Vermutung 
der Bedeutung von ERK bei der Wundheilung bestärkt. Daneben konnte durch 
Transfektion mit STAT3-siRNA eine verminderte OSM-vermittelte Proliferation wie auch 
verminderte Epithelzellmigration nachgewiesen werden, was auf die besondere Funktion 
von STAT3 im Hinblick auf die Wundheilung und Protektion der intestinalen 
Epithelzellbarriere hinweist. Dies konnte für verschiedene Zytokine wie z. B. IL-27 80, 
ebenfalls Mitglied der IL-6-Familie, oder IL-22 279 in vivo im Mausmodell über die 
Aktivierung der STAT-Signalwege gezeigt werden. In dieser Arbeit konnte durch die 
Stimulation intestinaler Epithelzellen mit OSM ebenfalls eine Aktivierung der STAT-
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Signalwege erreicht werden, was neben anderen Zytokinen auch für die Beteiligung von 
OSM bei der mukosalen Wundheilung spricht. Eine aktuelle Studie von Shin et al. (2014) 
beschreibt den positiven Einfluss von OSM durch gesteigerte Proliferation auf die 
chronische Wundheilung im Mausmodell in vivo bei Diabetes mellitus 340. Ein OSMR-
Knock-out-Mausmodell von Nakamura et al. (2004) belegte eine verminderte 
Regeneration von Leberzellen mit persistierenden Nekrosen nach Behandlung mit 
Carbon-Tetrachlorid (CCl), während im Vergleich dazu bei den Wildtyp-Mäusen durch 
OSM eine Unterdrückung der Apoptose der Hepatozyten und somit eine verminderte 
Gewebedestruktion stattfand 253. Eine Studie von Wahl et al. (2001) zur Funktion von 
OSM im Mausmodell bei Rheumatoider Arthritis und Multipler Sklerose wies eine 
Unterdrückung der Entzündungsreaktionen und Gewebedestruktion über ein Negativ-
Feedback proinflammatorischer Zytokine nach 385. Dies alles lässt auf die migrations- und 
proliferationsfördernde und zugleich protektive Eigenschaft von OSM in verschiedenen 
Geweben schließen. 
Daneben ist die Apoptose, die auch als programmierter Zelltod bezeichnet wird, wichtiger 
Bestandteil der Homöostase unterschiedlicher Gewebe. Dieses Gleichgewicht kann 
sowohl durch pro- als auch anti-apoptotische Faktoren wie Zytokine, Hormone, 
Wachstumsfaktoren oder extrazelluläre Stressmechanismen beeinflusst werden. Gezielter 
Zelltod führt zu Zellerneuerung, eine verminderte Apoptose hingegen kann die 
Entstehung von Malignomen begünstigen. ELISA-Experimente zur OSM-induzierten 
Apoptose in der vorliegenden Arbeit zeigten, dass nach Stimulation mit OSM eine 
verminderte Apoptoserate im Vergleich zu den unstimulierten Kontrollen zu beobachten 
war. Eine wichtige Rolle spielen in diesem Zusammenhang auch die MAP-Kinasen ERK, 
SAPK/JNK und die PI3-Kinase Akt, für die in der vorliegenden Arbeit eine 
Phosphorylierung nach Stimulation mit OSM in intestinalen Epithelzelllinien gezeigt 
werden konnte, und deren Einfluss auf Zellprozesse wie Migration, Proliferation und 
Apoptose in mehreren Studien beschrieben wurde 7, 67, 108, 341. Auch STAT ist in der 
Regulation der Apoptose von Bedeutung, indem es die Inhibierung des anti-apoptotischen 
Proteins NF-ĸB bewirkt 16. In dieser Arbeit konnte in Microarray-Versuchen gezeigt 
werden, dass Gene für die Apoptose nach Stimulation mit OSM signifikant hochreguliert 
waren. Des Weiteren konnte eine signifikante Hochregulation von Serpinen, v. a. von 
SERPINB4 (39,4-fach), SERPINB3 (36,3-fach) und SERPINA3 (9,15-fach), beobachtet 
werden. Serpine sind Serin-Protease-Inhibitoren, von denen bisher über 1000 identifiziert 
werden konnten. Diese spielen eine Rolle bei der Immunantwort und beeinflussen über 
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Apoptosevorgänge den Umbau und die Restitution von Geweben. SERPINB3 und -B4 
wurden erstmals in den 1990er Jahren in Plattenepithelkarzinomen beschrieben und als 
SCCA1 und SCCA2 (Squamous cell carcinoma antigen 1 und -2) bezeichnet 168, 328. Sie 
ließen sich u. a. in Karzinomen der Cervix uteri 229, des Ösophagus 284, der Lunge 43 und 
hepatozellulären Karzinomen 281 nachweisen. Sowohl SERPINB3, als auch SERPINB4 
entfalten über STAT-Aktivierung ihre anti-apoptotische Wirkung 3, 4, 344. Für SERPINB4 
konnte gezeigt werden, dass durch eine Überexpression in Tumorzellen sowohl ein 
rekombinant Granzyme M-induzierter, als auch ein NK-Zellen-induzierter Zelltod, 
abhängig von reaktiven Loops im Zentrum des Serins, verhindert wird 76. SERPINB3 
wirkt durch die Verhinderung der Cytochrom C-Freisetzung aus Mitochondrien und die 
Negativregulierung der Chemotaxis von NK-Zellen ebenfalls anti-apoptotisch 353, 376. 
SERPINB3 spielt über die Fähigkeit zur Modulation des Zelltodes eine Rolle in der 
Proliferation von Epithelien. So konnte in einer Studie von Lunardi et al. (2011) für eine 
Überexpression von SERPINB3 im Mausmodell im Hinblick auf eine Lungenfibrose eine 
gesteigerte epitheliale Proliferation und erhöhte Wahrscheinlichkeit für eine Fibrogenese 
nachgewiesen werden 211. Bei Patienten mit idiopathischer Lungenfibrose wurde in 
Studien eine Überexpression von SERPINB4 detektiert 43. In dieser Arbeit konnte durch 
OSM die Hochregulation von SERPINB3 und SERPINB4 erreicht werden, sodass die 
bisherigen Erkenntnisse auf eine anti-apoptotische und proliferationssteigernde Wirkung 
des OSM schließen lassen. SERPINA3, auch alpha-1-Antichymotrypsin genannt, ist ein 
APP, das bei zahlreichen entzündlichen Erkrankungen produziert wird. Eine Inaktivierung 
durch MMPs, v. a. MMP-3, in entzündlichem Gewebe weist auf seine Bedeutung bei 
Gewebedestruktion und -restitution hin 223. Die Produktion von SERPINA3 konnte 
sowohl in Hepatozyten, als auch in Epithelzellen der Lunge belegt werden. In bronchialen 
Epithelzellen sowie Adenokarzinomzellen der Lunge konnte gezeigt werden, dass die 
Produktion unter Einfluss von inflammatorischen Zytokinen erfolgt, hier besonders unter 
Mitwirkung von OSM 61. Eine Studie von Santamaria et al. (2013) dokumentierte durch 
OSM eine Ausschüttung von SERPINA3 in Hepatozyten und eine gehemmte Proliferation 
von HCC-Zellen, die deren Differenzierung förderte 315. SERPINB1, ein Monozyten 
Neutrophile Elastase Inhibitor, der in den Microarray-Experimenten dieser Arbeit 1,8-fach 
hochreguliert wurde, konnte vermehrt in Kolonmukosa von Patienten mit Colitis ulcerosa 
nachgewiesen werden, was für eine potentielle Bedeutung als Marker bei CED spricht und 
wiederum die Rolle von OSM in intestinaler Entzündung unterstreicht 370. 
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Zusammengefasst lässt sich durch Beachtung aller Ergebnisse dieser Arbeit annehmen, 
dass das Zytokin OSM bei Entstehung und Aufrechterhaltung intestinaler Entzündung, 
insbesondere auch bei CED und Tumorgenese in intestinalen Epithelzellen eine Rolle 
spielt. Inwieweit es pro- oder antiinflammatorisch, apoptotisch- oder antiapoptotisch wirkt 
bleibt hier weiter unklar, sodass weitere in-vivo und in vitro-Studien angezeigt sind. Eine 
Möglichkeit hierzu wären u. a. weiterführende Versuche mittels OSM-Knock-out-Mäusen.
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6. Klinische Bedeutung und Ausblick 
6.1. Oncostatin M bei der Therapie chronisch entzündlicher  
             Darmerkrankungen 
  
Die Ätiologie von CED ist bislang nicht ins Detail geklärt. Konventionelle 
Therapieansätze bestehen in der Therapie mit antiinflammatorischen Stoffen wie z. B. 
Kortikosteroiden oder Mesalazin und/oder immunsuppressiven Stoffen wie z. B. 
Azathioprin, Methotrexat (MTX) oder Ciclosporin A.  
Eine wichtige Rolle bei der Entstehung der CED spielt neben genetischen Faktoren, 
mikrobieller Flora und Umweltfaktoren das Gleichgewicht zwischen 
proinflammatorischen und antiinflammatorischen Zytokinen. Hier greifen Studien für 
neue Therapieansätze in der Behandlung der CED an, die insbesondere Patienten bei 
denen konventionelle Medikamente sich als nicht genügend wirksam erweisen, eine neue 
Perspektive bieten. So werden bei schweren oder therapieresistenten Verläufen 
Biologicals anwendet, biotechnologisch hergestellte Arzneistoffe wie Proteine oder 
Nukleinsäuren, die körpereigenen Substanzen gleichen. Hierzu zählen u. a. spezifisch 
hergestellte Antikörper/Fusionsproteine gegen proinflammatorische Zytokine wie z. B. 
TNFα, die bereits viele Jahre u. a. in der Therapie der Rheumatoiden Arthritis, Psoriasis 
vulgaris und bei CED erfolgreich eingesetzt werden. So ist z. B. Infliximab, ein chimärer 
monoklonaler Antikörper gegen TNFα, in Europa durch die Europäische 
Arzneimittelagentur (EMA) für die Indikationen MC, CU, Psoriasis, Psoriasis-Arthritis, 
Spondylosis ankylosans und Rheumatoide Arthritis seit vielen Jahren zugelassen 92. 
Adalimumab, ein humaner monoklonaler Antikörper gegen TNFα, ist für die Indikationen 
MC, CU, Psoriasis, Psoriasis-Arthritis, Spondylosis ankylosans, Rheumatoide Arthritis 
und Juvenile Rheumatoide Arthritis ebenfalls seit langem zugelassen 92. Golimumab, ein 
weiterer humaner monoklonaler Antikörper gegen TNFα, ist bei CU, Spondylosis 
ankylosans, Rheumatoider Arthritis und Psoriasis-Arthritis in Europa zugelassen 92. 
Certolizumab, ebenfalls zu den TNFα-Antikörpern zählend, ist in der Schweiz und 
Amerika für die Indikationen MC und RA zugelassen; in Europa wurde die Zulassung für 
Certolizumab aufgrund einer Nichtüberlegenheit gegenüber Infliximab und Adalimumab 
abgelehnt 92, 96.  
Des Weiteren wurden Studien zu Antikörpern gegen proinflammatorische Zytokine wie 
z. B. IL-6 als Therapieoption bei chronisch entzündlichen Autoimmunerkrankungen 
veröffentlicht. Ein monoklonaler Anti-IL-6-Rezeptor-Antikörper, MRA oder Tocilizumab 
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genannt, wurde in Studien bereits erfolgreich u. a. für die Behandlung der Rheumatoiden 
Arthritis oder MC eingesetzt. Dosisabhängig konnte unter dieser Therapie eine Reduktion 
der Krankheitsaktivität gezeigt werden 58, 255, 263, 273. Tocilizumab blockt sowohl den 
klassischen Signalweg, als auch den „Transsignalling“-Weg; das s-gp-130-Protein blockt 
selektiv lediglich den „Transsignalling-Weg“ 238. Dieser Antikörper ist bisher für die 
Indikationen Juvenile Rheumatoide Arthritis und Rheumatoide Arthritis sowohl in den 
USA als auch in Europa zugelassen 92, 96. 
Daneben setzten Autoren verschiedener Studien auf die Verwendung 
antiinflammatorischer Zytokine wie z. B. IL-10. Kühn et al. (1993) zeigten, dass IL-10 
defiziente Mäuse eine spontane chronische Enterokolitis, ähnlich dem MC, entwickelten 
180. Olszak et al. (2014) beschrieben im Mausmodell, dass epitheliale CD1d-Signale über 
die Aktivierung von STAT3 und STAT3-abhängiger Transkription von IL-10, 
Hitzeschockprotein 110 (HSP110) und CD1d selbst zur Protektion der intestinalen 
Mukosa führen und somit eine Rolle bei der intestinalen Inflammation spielen 270. 
Barbara et al. (2000) konnten nachweisen, dass durch das Einbringen eines IL-10 Gens in 
Mäuse die Krankheitsaktivität verbessert wurde, was als Ansatz für neue 
Therapieoptionen in der Behandlung der CED gesehen werden kann 15. Weitere klinische 
Studien bei MC-Patienten zeigten im Vergleich zur Placebogruppe durch subkutane Gabe 
von IL-10 keinen Einfluss auf die Remission der Erkrankung 99, 329.  
Ustekinumab, ein monoklonaler Antikörper gegen IL-12 und IL-23 wurde in Europa 
initial für die Indikationen Psoariasis und Psoriasis-Arthritis zugelassen 92. Im September 
2016 empfahl der Ausschuss der Humanarzneimittel der EMA die Marktzulassung für die 
Indikation des mittelschweren/schweren aktiven Morbus Crohn92.  
Ebenfalls zu den Biologicals zählend wurde der JAK-Inhibitor Tofacitinib entwickelt, der 
in den USA 2012 für die Indikation der Rheumatoiden Arthritis zugelassen, in Europa 
jedoch für diese Indikation abgelehnt wurde 92, 96.  
Daneben wurden α4-Integrin-Inhibitoren wie Natalizumab 2006 in Europa und den USA 
für die Indikation Multiple Sklerose zugelassen, die Zulassung für MC 2008 in Europa 
wurde dagegen augrund schwerer ZNS-Nebenwirkungen abgelehnt; dafür wurde der 
darmspezifische α4β7-Integrin-Inhibitor Vedolizumab im Mai 2014 sowohl für die 
Indikationen CU als auch MC in Europa zugelassen 92, 96.  
Zudem konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass MMPs und TIMPs eine 
bedeutende Rolle bei Patienten mit CED spielen, was daran denken lässt über die 
Inhibierung der MMPs eine Regression der Erkrankung zu bewirken. In mehreren Studien 
Klinische Bedeutung und Ausblick  - 102 - 
 
wurde vor diesem Hintergrund untersucht, ob die Inhibierung von MMPs als 
therapeutischer Ansatz genutzt werden kann 176, 228, 357. So zeigten Medina et al. (2001) in 
einem Rattenmodell, in dem eine Kolitis mittels Trinitrobenzolsulfonsäure (TNBS) oder 
Dextransodiumsulfat (DSS) induziert wurde, einen Rückgang der intestinalen 
Gewebeschädigung durch Phenantrolin, einen Zink-Chelator, der zur Inhibierung der 
MMPs führte 228. Für die Verwendung von Immunsuppressiva wie Azathioprin, 
Kortikosteroiden, Methothrexat und Anti-TNFα-Antikörper-Therapien bei Patienten mit 
MC konnte ein Rückgang der Expression von MMP-9 und MMP-26 belegt und die 
Krankheitsaktivität beeinflusst werden 214.  Erst kürzlich wurde hierzu in einer 
Multicenter-Phase II/III-Studie GS-5745, ein monoklonaler Antikörper gegen 
Matrixmetalloproteinase-9 (MMP-9), der an MMP-9 bindet und dessen Enzymaktivität 
inhibiert, bei Patienten mit moderater bis schwerer Krankheitsaktivität bei Morbus Crohn 
und Colitis ulcerosa im Vergleich zu Placebo gestestet; die Studien wurden aufgrund von 
fehlender oder inadäquater Effektivität von GS-5745 Ende des Jahres 2016 jedoch 
eingestellt. 
Gegebenenfalls kann hier an die Verwendung des Zytokins Oncostatin M, das zur 
Hochregulation von TIMP-1 und weniger von MMP-3 führt, als Ansatz für Studien bzgl. 
weiterer Therapieoptionen der CED gedacht werden. 
In Studien zur Rheumatoiden Arthritis wurde durch OSM eine vermehrte Zerstörung von 
Knorpel dokumentiert 98, 156, 222. Mit diesem Hintergrundwissen untersuchten Plater-
Zyberk et al. (2001) die Wirkung von Antikörpern gegen OSM im Mausmodell bei 
Kollagen-induzierter Arthritis. Es konnte gezeigt werden, dass die Mäuse, die mit OSM-
Antikörpern behandelt wurden eine signifikante Reduktion der Zellinfiltration des 
Synoviums und eine verminderte Knorpeldestruktion aufwiesen 280, sodass hier OSM-
Antikörper erstmals als potentieller neuer Therapieansatz bei chronisch entzündlichen 
Erkrankungen gelten können.  
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass OSM als Mitglied der IL-6-Familie bei 
Entstehung, Aufrechterhaltung und Beendigung intestinaler Entzündungsreaktionen 
beteiligt ist. Ob es nun als vorwiegend anti-inflammatorisches oder pro-inflammatorisches 
Zytokin im Gastrointestinaltrakt gesehen werden kann, werden weitere Studien zeigen 
müssen. Hier kann jedoch ein möglicher Ansatzpunkt für neue Therapieoptionen ähnlich 
der Anwendung der TNFα-Inhibitoren liegen.  
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7. Zusammenfassung 
 
Ziel dieser Arbeit war es die Bedeutung des OSM/OSMR-Zytokin-Rezeptorkomplexes in 
intestinalen Epithelzellen und im Besonderen bei Entzündungsreaktionen im 
Intestinaltrakt zu analysieren. Hierzu lag uns eine Studie von Sanchez et al. vor, die 2003 
durch einen Transfer von Adenoviren, die mit einem murinen OSM-Gen versetzt waren, 
bei Mäusen mit DSS-induzierter Colitis eine Suppression der intestinalen Entzündung 
nachwies, während es bei Oxazolone-induzierter Colitis zu einem weiteren Aufflammen 
der Entzündung im Colon kam 310. 
In Western-Blot-Experimenten konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die 
Rezeptoruntereinheiten OSMR-β, LIFR und gp-130 in unterschiedlichen intestinalen 
Epithelzelllinien exprimiert werden. Dies konnte durch Untersuchungen mittels RT-PCR 
und Fluoreszenzexperimenten bestätigt werden.  
In ELISA-Experimenten konnte nach Stimulation mit OSM in IEC eine Hochregulation 
der an Inflammationreaktionen beteiligten Zytokine IL-6 und TNFα festgestellt werden. 
Zudem führte die Stimulation von OSM zur gesteigerten Expression der 
Matrixmetalloproteinasen MMP-3 und TIMP-1 in IEC. 
Im Hinblick auf die biologischen Funktionen des Zytokins konnte belegt werden, dass 
durch OSM die Zellmigration und -proliferation in IEC gesteigert wird, was in der 
Barrierefunktion und bei entzündlichen Prozessen im Intestinum eine Rolle spielt. Dies 
konnte durch Verwendung des ERK1/2-Inhibitor und STAT3 siRNA negativ beeinflusst 
werden. 
Zudem konnte in ELISA-Experimenten eine verminderte Apotoseinduktion nachgewiesen 
werden, was u. a. für die Karzinogenese bedeutend ist. 
In Western-Blot-Experimenten wurde durch die Stimulation der intestinalen HCT116-
Epithelzellen mit OSM zeitabhängig eine Phosphorylierung der MAP-Kinasen ERK-1/2 
und SAPK/JNK, der PI3-Kinase Akt und von STAT1 und STAT3 erreicht, die zur 
Aktivierung der Signalwege führt; in HT-29-Zellen erfolgte nach OSM-Stimulation die 
Phosphorylierung von SAPK/JNK und Akt.  
In Microarray-Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Stimulation von IEC mit OSM 
zur Hochregulation verschiedener Gene wie z. B. Serpine, STAT3, SOCS und OSMR 
führt, die bei CED mitbeteiligt sind. Bezüglich der molekularen Funktionen wurde eine 
Hochexpression für Gene in der Unterklasse der Transkriptionsfaktoren nachgewiesen. Im 
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Bereich der biologischen Prozesse konnte eine signifikante Hochregulation der Gene für 
Immunität und Abwehr, Apoptose und die JAK/STAT-Kaskade detektiert werden. 
Die Ergebnisse dieser Arbeit sind in Abbildung 26 zusammengefasst. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 26: Zusammenfassung der Experimente dieser Arbeit. 
Die HCT116-Zellen exprimieren die Rezeptoruntereinheiten gp-130, OSMR und LIFR. Durch die 
Stimulation mit dem Zytokin Oncostatin M kommt es zur Phosphorylierung der MAP-Kinasen ERK und 
SAPK/JNK, der Phosphoinositol-3-Kinase Akt und von STAT-1 und STAT-3. Durch die Stimulation mit 
OSM in HCT116-Zellen kommt es zu einer gesteigerten Expression von TNF-α, IL-6, TIMP-1 und 
MMP-3. Zudem führt OSM zu einer gesteigerten Proliferation, Migration und zu verminderter Apoptose, 
was im Rahmen von Entzündungsreaktionen und der Tumorgenese im Intestinaltrakt eine Rolle spielt. 
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11. Anhang 
 
11.1. Eidesstattliche Versicherung 
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Epithelzellen und bei intestinaler Entzündung 
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und aller Erkenntnisse, die aus dem Schrifttum ganz oder annähernd übernommen sind, 
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einzeln nachgewiesen habe. 
Ich erkläre des Weiteren, dass die hier vorgelegte Dissertation nicht in gleicher oder in 
ähnlicher Form bei einer anderen Stelle zur Erlangung eines akademischen Grades 
eingereicht wurde. 
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